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Resumo 
 
O míldio das Crucíferas, causado pelo oomicete Hyaloperonospora Constant. parasitica 
(Pers. Ex Fr.) (Constantinescu e Fatehi, 2002), é uma doença que afecta a família 
Brassicaceae, sobretudo as espécies do género Brassica. Anteriormente, tinha sido 
identificada uma linha de Couve Algarvia (Brassica oleracea var tronchuda) resistente 
ao míldio na fase adulta cuja resistência se demonstrou ser controlada por um único 
gene dominante, designado PpALG1 (Monteiro et al., 2005). Este trabalho teve como 
objectivo a identificação de marcadores moleculares ligados ao gene PpALG1. 
Utilizando a estratégia de “Bulked Segregant Analysis” (BSA) para testar marcadores 
mapeados ao longo do mapa genético de B. oleracea concluiu-se que o gene PpALG1 se 
encontra ligado no mesmo grupo de ligamento (LG3) onde se encontra localizado o 
gene de resistência ao míldio, Pp523, identificado numa linha de brócolo. A estratégia 
de BSA foi novamente utilizada para testar marcadores seleccionados deste grupo, bem 
como para identificar novos marcadores RAPD ligados ao gene em estudo. 
Paralelamente foram testados marcadores STS provenientes de clones BAC de B. 
oleracea, pertencentes a um contig que abarca a região genómica do locus Pp523. No 
total foram analisados 14 marcadores moleculares polimórficos que aparentavam 
ligação ao gene PpALG1 nos 97 indivíduos que constituem a população de 
mapeamentoF2. A análise de segregação destes marcadores foi efectuada utilizando o 
software JoinMap3.0, da qual resultou um grupo de ligamento de seis marcadores 
ligados ao locus da resistência PpALG1. Actualmente, a interacção fenotipica 
hospedeiro-patogéneo está a ser reavaliada na população F3, avaliação a partir da qual 
serão constituídos novos “bulks” de DNA que permitam identificar marcadores DNA 
em estreita ligação ao gene PpALG1, condição essencial ao seu isolamento via “map-
based cloning”. 
 
Palavras-chave: Míldio, Brassica oleracea, genes de resistência, marcadores 
moleculares, mapeamento genético. 
Title: “Identification of molecular markers linked to the downy mildew 
resistance gene PpALG1 in ‘Couve Algarvia’ (Brassica oleracea var. 
tronchuda)“ 
 
Abstract 
 
Downy mildew is a disease incited by the oomycete Hyaloperonospora Constant. 
parasitica (Pers. Ex Fr.) that affects the Brassicaceae family, especially those of the 
genus Brassica. A line of Couve Algarvia (Brassica oleracea var tronchuda) was found 
to be resistant to downy mildew in plant adult stage, and after its cross with a 
susceptible line, it was demonstrated that this resistance was controlled by a single 
dominant gene, PpALG1. The aim of the present work was to identify molecular 
markers linked to this resistance gene in ‘Couve Algarvia’. Using a Bulked Segregant 
Analysis (BSA) strategy to test RAPD markers linked in the linkage groups of the 
genetic map of B. oleracea, the locus PpALG1 was found to be located in the same 
linkage group where, previously, the dominant adult-plant downy mildew resistance 
locus Pp523, identified in broccoli, was mapped.  BSA strategy was used both to 
identify markers mapped in this group as well as new RAPD markers linked to de locus 
PpALG1. Simultaneously STS markers from B. oleracea BAC clones that belong to a 
contig that encompasses the genomic region of the locus Pp523 were tested as well. A 
total of 14 markers were found that were apparently linked to the gene PpALG1, and its 
segregation was analyzed by the software JoinMap3.0, leading to a group of six 
molecular markers linked to the gene PpALG1. The host-pathogen interaction 
phenotype is presently being reevaluated and new bulks of genomic DNA will be 
constructed in order to find new markers linked to the gene, to create a fine map of the 
genomic region that encompasses the PpALG1 locus, paving the way for further map-
based cloning of this resistance gene. 
 
Key-words - Downy mildew; Brassica oleracea; resistance genes; molecular markers, 
genetic mapping. 
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Introdução 
 
O género Brassica engloba espécies bastante diversas não só a nível morfológico, como 
também a nível da sua utilização, no qual se incluem oleaginosas, forrageiras, 
ornamentais, condimentares, plantas espontâneas e hortícolas com diferentes partes 
comestíveis. Pertencem a este género várias espécies com grande importância 
económica a nível mundial, do qual se destacam a B. oleracea e B. rapa, vulgarmente 
conhecidas como couves ou brássicas, e as oleaginosas B. napus, B. juncea e B. 
carinata (Labana e Gupta, 1993).  
 
As diversas subespécies de B. oleracea são geralmente agrupadas em: couves de cabeça 
(couve-repolho, couve-lombarda, couve-chinesa e couve-de-bruxelas), couves de 
inflorescência (couve-flor e couve-brócolo) e as couves de folhas (couve-galega, couve-
tronchuda, couve-nabo, couve-nabiça).  
 
Embora as couves de folhas representem uma pequena fracção da produção de brássicas 
a nível mundial, em Portugal, a produção de couve-tronchuda é significativamente 
importante tanto na vertente comercial como na pequena horta familiar, ultrapassando 
as 20 mil toneladas por ano (Almeida, 2006). 
 
O míldio das Crucíferas, causado pelo oomicete biotrófico obrigatório 
Hyaloperonospora Constant. parasitica (Pers. Ex Fr.) Fr (Constantinescu e Fatehi, 
2002), é responsável por decréscimos na produção de brássicas (Channon, 1981), 
particularmente de B. oleracea (Lucas et al., 1995). Este patogéneo pode danificar ou 
mesmo matar plântulas nos viveiros (fase cotiledonar) e reduzir drasticamente a 
qualidade e produtividade na fase de planta adulta.  
 
Para controlar os ataques de H. parasitica são geralmente aplicados tratamentos 
intensivos com fungicidas ao longo do ciclo cultural (Verme e Thakur, 1989), no 
entanto, já foram isolados vários mutantes deste patogéneo que apresentam resistência 
aos princípios activos dos fungicidas utilizados (Brophy e Laing, 1992; Vishunavat et 
al., 1998). Por outro lado, cada vez mais os consumidores preferem produtos que não 
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tenham sido expostos a tratamentos químicos, tanto por razões de saúde como por 
razões ambientais (Jensen et al., 1999). 
 
Devido a estes factores, a resistência genética apresenta-se como a forma mais eficaz, 
tanto a nível económico como a nível ambiental, para limitar os danos provocados por 
esta doença (Branca et al., 2005). 
 
Ao longo do tempo têm sido identificadas diversas fontes de resistência ao oomicete H. 
parasitica na espécie Brassica oleracea, tanto na fase cotiledonar (Natti et al., 1967; 
Mahajan et al., 1995; Jensen et al., 1999; Farnham et al., 2002) como na fase de planta 
adulta (Natti e Atkin, 1960; Barnes, 1968; Mahajan et al., 1995; Coelho e Monteiro, 
2003a), potenciando o uso destes recursos no controlo da doença. 
 
Coelho et al., (1998) identificaram uma acessão de brócolo (B. oleracea var itálica) 
resistente ao míldio em fase de planta adulta controlada por um único locus, Pp523, o 
qual já se encontra geneticamente mapeado (Farinhó et al., 2004). Recentemente, 
Coelho e Monteiro (2003) identificaram em Couve Algarvia, também designada de 
couve-tronchuda (B. oleracea var tronchuda), uma linha resistente ao míldio também na 
fase de planta adulta. Após estudos de hereditariedade, sob condições de infecção 
natural, constatou-se que a resistência é conferida por um único gene dominante 
(Monteiro et al., 2005), que se convencionou chamar PpALG1.  
 
Utilizando a mesma população F2, Couve Algarvia x CrGC, foram anteriormente 
realizados dois trabalhos de identificação de marcadores DNA ligados ao gene PpALG1 
(Leitão, 2005 e Sousa, 2007), no Laboratório de Genómica e Melhoramento Genético 
(LGMG). No entanto foram detectados erros na avaliação fenotípica de vários 
indivíduos, o que levou a uma localização errónea deste gene no mapa de B. oleracea 
desenvolvido no mesmo laboratório. Mais recentemente decidiu-se avaliar a interacção 
hospedeiro-patogéneo na geração F3 de forma a obter uma avaliação fenotípica no que 
se refere à resistência ao míldio de todos os indivíduos da população. 
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A presente dissertação teve como objectivo a identificação de marcadores moleculares 
ligados ao gene de resistência ao míldio PpALG1 identificado em Couve Algarvia (B. 
oleracea var tronchuda). 
 
Numa primeira fase, marcadores RAPD mapeados ao longo dos nove grupos de 
ligamento principais do mapa de Brassica oleracea construído no LGMG (Farinhó et 
al., 2004) foram utilizados como ponto de referência para “percorrer” o genoma de 
Couve Algarvia por “Bulked Segregant Analysis” (BSA), e determinar a localização 
genómica do gene PpALG1.  
 
Numa segunda fase, utilizou-se a estratégia de BSA tanto na identificação marcadores 
moleculares (RAPD, ISSR e STS derivados de AFLP) seleccionados do grupo de 
ligamento 3 do mapa genético de B. oleracea, como para a identificação de novos 
marcadores RAPD em ligação ao gene PpALG1. Paralelamente pretendeu-se também 
identificar marcadores STS polimórficos ligados ao mesmo gene, provenientes de 
clones BAC de B. oleracea que integram um contig que abarca a região genómica do 
locus Pp523 (Carlier et al., em preparação). 
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1 - Estado actual dos conhecimentos 
1.1 - Resistência genética em plantas 
 
No ano de 1865, Gregor Johann Mendel apresentou os seus estudos sobre a 
hereditariedade em ervilhas-de-cheiro (Pisum sativum) e os princípios fundamentais de 
herança de características no congresso da Brünn Natural History Society, publicados 
em 1866. No entanto, os seus trabalhos só foram redescobertos em 1900 por Hugo de 
Vries, Carl Correns e Erich von Tschermack. 
 
Poucos anos após a redescoberta dos estudos de Mendel, Biffen (1905) demonstrou a 
natureza genética da resistência a doenças em plantas. O seu estudo incidiu sobre a 
resistência à ferrugem amarela do trigo (Triticum aestivum), causada por Puccinia 
striiformis, demonstrando que esta era controlada por um único gene. Alguns anos mais 
tarde, Stackman et al. (1918) provaram que a resistência a doenças em plantas pode ser 
vencida por mutações no patogéneo. Esta descoberta foi feita no estudo da resistência 
do trigo à ferrugem provocada por Puccinia graminis pv. tritici. No ano seguinte, 
McRostie (1919) quando estudava a resistência a dois isolados da antracnose em 
variedades de feijão (Phaseolus vulgaris), verificou que uma variedade era resistente a 
um isolado e susceptível a outro, constatando então, que diferentes genes podem ser 
responsáveis pela resistência a diferentes raças de patogéneos. 
 
Na década de quarenta, Harold Flor, estudou não só a herança da resistência em plantas 
como a virulência do patogéneo. Este estudo foi realizado ao observar as interacções 
entre o linho (Linum usitatissimum) e o patogéneo responsável pela ferrugem nesta 
espécie, o fungo Melampsora lini (Flor, 1947). Uns anos mais tarde, a partir dessas 
observações, estabeleceu o modelo clássico de gene-a-gene (Flor, 1971). Este modelo 
propõe que para ocorrer resistência tem que existir um par de genes complementares, 
isto é, um gene dominante de resistência (gene R) no hospedeiro e um gene dominante 
de avirulência (gene Avr) no patogéneo, sendo que a perda ou a alteração do gene R no 
hospedeiro ou do gene Avr no patogéneo leva à doença. Assim, a planta será resistente e 
o crescimento do patogéneo irá parar apenas quando ambos os genes estiverem 
presentes e forem compatíveis (Ellis e Jones, 1998), sendo a sua interacção muito 
específica (Meyers et al., 2005; Salvaudon e tal., 2005; Ohtsuki e Sasaki, 2006).  
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1.1.1 - Mecanismo molecular da resistência 
 
Os genes de resistência são responsáveis pela interacção entre a planta e o patogéneo, 
activando ou não as várias respostas de defesa. Apesar da caracterização e da clonagem 
de vários genes de resistência, o mecanismo através do qual estes activam as respostas 
de defesa, ainda não é totalmente compreendido. No entanto, dados obtidos tanto 
através da análise genética da interacção hospedeiro-patogéneo como através da análise 
molecular, suportam o modelo no qual os produtos dos genes R actuam como receptores 
para os produtos directos ou indirectos do gene Avr do patogéneo (Bent e Mackey, 
2007).  
 
A resistência gene-a-gene envolve duas etapas básicas. A primeira etapa, é a percepção 
do ataque do patogéneo, envolvendo receptores codificados pelos genes R. Estes 
receptores são altamente específicos para as diversas estirpes de patogéneos. A segunda 
etapa é composta por respostas que irão limitar a doença (Ellis et al., 2000). 
 
Nos modelos mais simples, os produtos do gene R reconhecem o produto do gene Avr 
do patogéneo. Este reconhecimento pode ser feito tanto por interacção directa com o 
produto proteico codificado pelo gene Avr, como através da interacção indirecta com o 
produto do gene Avr ligado a outras proteínas que existam na célula vegetal 
(Staskawicz et al., 1995). O reconhecimento através da interacção indirecta é também 
conhecido como guard-hypothesis (Van der Biezen e Jones, 1998; Dangl e Jones, 2001; 
Van der Hoorn et al., 2002; Jones e Dangl, 2006). Um exemplo de interacção directa é a 
que envolve o gene R Pi-ta do arroz (Oryza sativa L.) e o gene Avr Pi-ta de 
Magnaporthe grisea, em que a proteína codificada pelo gene R se liga directamente ao 
produto proteico do gene Avr (Jia et al., 2000). A interacção indirecta pode ser 
exemplificada através do mecanismo que descreve a resistência de Arabidopsis thaliana 
à bactéria Pseudomonas syringea (Mackey et al., 2002). Neste caso, os produtos do 
gene Avr do patogéneo ligam-se à proteína do hospedeiro associada à membrana, RIN4. 
O gene RPM1 (gene R) é activado em resposta ao complexo proteína Avr-RIN4 ou em 
resposta à degradação da proteína RIN4. A redução dos níveis de RIN4, conduz à não 
activação do gene R e, consequentemente, ao desenvolvimento do patogéneo.  
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Após ocorrer o reconhecimento do patogéneo por parte do hospedeiro, são accionadas 
respostas de defesa, normalmente a resposta hipersensitiva. Quando ocorre este tipo de 
resposta, as células do hospedeiro entram em morte celular programada de modo a 
limitar a colonização pelo patogéneo. A morte celular pode ocorrer numa única célula 
ou em agregados de células formando áreas de tecido necróticas (Hammond-Kosack e 
Jones, 1996). Outras características das respostas de defesa incluem a indução da síntese 
de metabolitos antimicrobianos, de enzimas que poderão ser prejudiciais para o 
patogéneo e, por vezes, também ocorre o reforço das paredes celulares das células 
vegetais na área infectada (Bent, 1996). 
 
1.1.2 - Classes dos genes de resistência 
 
Os genes de resistência são muito polimórficos e têm especificidades de 
reconhecimento muito diversas (Pryor e Ellis, 1993). Nas últimas décadas foram 
isolados, clonados e caracterizados, vários genes de resistência em diversas espécies 
vegetais, sobretudo em culturas com interesse agronómico (Tabela 1.1). 
 
 Diversos genes de resistência foram isolados da espécie Arabidopsis thaliana, planta 
adoptada como modelo devido às suas dimensões reduzidas, ciclo vegetativo muito 
curto, descendências numerosas, reduzida dimensão do genoma com poucas sequências 
repetitivas e facilidade de transformação e de regeneração. 
 
A caracterização dos genes de resistência revelou que a maioria destes genes, apesar de 
apresentarem um elevado grau de polimorfismo, codifica proteínas similares. Com base 
nos motivos proteicos os genes de resistência podem ser agrupados em quatro classes 
principais (Tabela 1.1 e Figura 1.1). 
 
O primeiro gene R a ser clonado e caracterizado foi o gene Hm1 do milho (Zea mays L.) 
que confere resistência ao fungo Cochliobolus carbonum. A resistência é conferida 
através da inactivação da toxina HC produzida pelo fungo (Johal e Briggs, 1992). No 
entanto, estudos sobre o Hm1 revelam não haver qualquer estrutura ou função que 
sugira o modelo gene-a-gene, não se verificando o envolvimento de gene Avr do 
patogéneo na resposta deste gene R (Bent, 1996). 
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Tabela 1.1 - Genes de resistência a doenças isolados em espécies vegetais. 
Gene Hospedeiro Patogéneo Referências 
Classe PK 
Pto Tomate Pseudomonas syringae Martin et al., 1993 
Classe NBS-LRR 
Subclasse CC-NBS-LRR 
Dm3 Alface Bremia lactucae Meyers et al., 1998 
HRT Arabidopsis Turnip Crinkle Virus Cooley et al., 2000 
RCY1 Arabidopsis Cucumber Mosaic Virus Takahashi et al., 2002 
RPM1 Arabidopsis P. syringae Grant et al., 1995 
RPP13 Arabidopsis Hyaloperonospora parasitica Bittner-Eddy et al., 2000 
RPP8 Arabidopsis H. parasitica McDowell et al., 1998 
RPS2 Arabidopsis P. syringae Bent et al., 1994 
RPS5 Arabidopsis P. syringae Warren et al., 1998 
Pi36 Arroz Magnaporthe grisea Liu et al., 2007 
Pib Arroz M. grisea Wang et al., 1999 
Pi-ta Arroz M. grisea Bryan et al., 2000 
Xa1 Arroz Xanthomonas oryzae Yoshimura et al., 1998 
Gpa2 Batata Globodera pallida van der Vossen et al., 2000 
Hero Batata G. rostochiensis, G.pallida Ernst et al., 2002 
R1 Batata Phytophthora infestans Ballvora et al., 2002 
R3a Batata P. infestans Huang et al., 2005 
Rx1 Batata Potato virus X (PVX) Bendahmane et al., 1995 
Rx2 Batata PVX Bendahmane et al., 2000 
Rpi-blb1  Batata selvagem P. infestans van der Vossen et al., 2003 
Rpi-blb2 Batata selvagem P. infestans van der Vossen et al., 2005 
Mla1 Cevada Blumeria graminis Zhou et al., 2001 
Mla12 Cevada B. graminis Shen et al., 2003 
Mla13 Cevada B. graminis Halterman et al., 2004 
Mla6 Cevada B. graminis Halterman et al., 2001 
Pl8 Girassol Plasmopara halstedii Radwan et al., 2005 
Rp1 Milho Puccinia sorghi Collins et al., 1999 
Bs2 Pimento Xanthomonas campestris Tai et al., 1999 
I2 Tomate Fusarium oxysporum Ori et al., 1997 
Mi-1.2 Tomate Meloidogyne incognita, M. arenaria e M. javanica Milligan et al., 1998 
Mi-9 Tomate Meloidogyne javanica Jablonska et al.,2007 
Prf Tomate P. syringae Salmeron et al., 1996 
Sw-5 Tomate Tomato Spotted Wilt Virus (Tospovirus) 
Brommonschenkel et al., 
2000 
Tm2 Tomate Tomato Mosaic Virus (ToMV) Lanfermeijer et al., 2005 
Tm2-2 Tomate ToMV Lanfermeijer et al., 2003 
Lr10 Trigo Puccinia triticina Feuillet et al., 2003 
Pm3b Trigo B. graminis f.sp. Tritici Yahiaoui et al., 2004 
Subclasse TIR-NBS-LRR 
RPP1 Arabidopsis H. parasitica Botella et al., 1998 
RPP4 Arabidopsis H. parasitica van der Biezen et al., 2002 
                      (Continua na página seguinte) 
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(Continuação da Tabela 1.1) 
RPP5 Arabidopsis H. parasitica Parker et al., 1997 
RPS4 Arabidopsis P. syringae Gassman et al., 1999 
WRR4 Arabidopsis Albugo candida Borhan et al., 2008 
L Linho Melampsora lini Lawrence et al., 1995 
M Linho M. lini Anderson et al., 1997 
P Linho M. lini Dodds et al., 2001 
N Tabaco Tobacco Mosaic Virus (TMV) Whitham et al., 1994 
Bs4 Tomate X. campestris Schornack et al., 2004 
Gro1-4 Tomate L. rostochiensis Paal et al., 2004 
                        + WRKY 
RRS1-R Arabidopsis Ralstonia solanacearum Deslandes et al., 2002 
Subclasse NBS-LRR 
Pi2 Arroz Magnaporthe grisea Zhou et al., 2006 
Pi9 Arroz M. grisea Qu et al., 2006 
Piz-t Arroz M. grisea Zhou et al., 2006 
Cre1 Trigo Heterodera avenuae Majnik et al., 2003 
Cre3 Trigo H. avenuae Lagudah et al., 1997 
Hero Tomate Globodera rostochiensis Ernst et al., 2002 
I2C Tomate Fusarium oxysporum Ori et al., 1997 
Classe LRR – TM 
Cf -2 Tomate Cladosporium fulvum Dixon et al., 1996 
Cf -4 Tomate C. fulvum Thomas et al., 1997 
Cf -4A  Tomate C. fulvum Takken et al., 1998 
Cf -5 Tomate C. fulvum Dixon et al., 1998 
Cf -9 Tomate C. fulvum Jones et al., 1994 
Cf -9B  Tomate C. fulvum Parniske et al., 1997 
Ve1 Tomate Verticillium dahlie Kawchuck et al., 2001 
Ve2 Tomate V. dahlie Kawchuck et al., 2001 
HcrVf2 Maçã Venturia inaequalis Belfanti et al., 2004 
Classe LRR-TM-PK 
RFO1 Arabidopsis Fusarium oxysporum Diener e Ausubel, 2005 
Pi-d2 Arroz M. grisea Chen et al., 2006 
Xa21 Arroz X. oryzae Song et al., 1995 
Xa26 Arroz X. oryzae Sun et al., 2004 
Outras classes 
Estrutura TM-CC 
Rpw8 Arabidopsis Erysiphe cruciferarum Xiao et al., 2001 
Estrutura kin-kin 
Rpg1 Cevada Puccinia graminis pv triticae Brueggeman et al., 2002 
Estrutura TM 
mlo Cevada E. graminis Büschyes et al., 1997 
Estrutura TFII A – Transcription factor 
xa5 Arroz X. oryzae Iyer e McCouch, 2004 
Homologia com a Nodulina MtN3 
Xa13 Arroz X. oryzae Chu et al., 2006 
Sem homologia conhecida 
Xa27 Arroz X. oryzae Gu et al., 2005 
[Adaptado de Liu et al (2007)] 
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O primeiro gene de resistência específico para um gene Avr a ser isolado, que segue o 
modelo gene-a-gene, foi o gene Pto do tomateiro (Lycopersicum esculentum Mill.) 
(Martin et al, 1993), que confere resistência à bactéria Pseudomonas syringae pv. 
tomato, e é específico para os genes de avirulência AvrPto e AvrPtoB (Ronald et al, 
1992; Kim et al, 2002). 
 
O gene Pto é até ao momento o único representante da classe PK (“protein kinase”). 
Este gene codifica uma cinase serina-treonina citoplasmática capaz de realizar a 
autofosforilação requerida para ocorrer a interacção Pto-AvrPto (Loh et al., 1995). A 
proteína codificada pelo gene Pto, não apresenta nenhum domínio LRR (“leucine-rich 
repeat”) nem nenhum domínio NBS (“nucleotide biding site”), no entanto, para que o 
gene Pto desempenhe a sua função necessita do gene Prf. O gene Prf codifica uma 
proteína com domínios NBS, LRR e LZ (“leucine zipper”). As proteínas Avr interagem 
directamente com o gene Pto, enquanto este estabelece ligação com o N-terminal do 
gene Prf (Kim et al., 2002), no entanto, ainda é desconhecida a contribuição que este 
último gene tem na resistência mediada pelo gene Pto (Mucyn et al., 2006). 
Figura 1.1 – Estrutura e localização dos produtos proteicos das diferentes classes de genes de resistência.
RLP – “Receptor like proteins”; RLK – “Receptor like kinases” ; PGIP – “Polygalacturonase inhibiting
Protein”; TIR - Toll-interleukin-1 receptor ; NB – “Nucleotide biding site”; LRR – “Leucine-rich repeat”;
CC – “Coiled – coil” ; NLS – “Nuclear localization signal”; WRKY – “Plant-specific zinc-finger
transcription factors”                                                                     [Adaptado de Chisholm et al. (2006)] 
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Os genes R isolados imediatamente após o gene Pto, não apresentam qualquer 
similaridade com este gene, no entanto, a grande maioria apresenta grandes 
similaridades entre si. As proteínas codificadas por estes novos genes, contêm um 
domínio NBS e uma região LRR, ambos citoplasmáticos, pertencendo como tal à classe 
NBS-LRR. Esta classe encontra-se dividida em três subclasses, consoante a sua região 
amino-terminal (N-terminal). Se esta região apresentar homologia com o domínio 
proteico do receptor Toll de Drosophila e com receptores “Interleucine-1” dos 
mamíferos, designa-se por TIR, e a subclasse é referida como TIR-NBS-LRR. Se, por 
outro lado, a região N-terminal apresentar estruturas “coiled-coil” (CC) ou “leucine 
zipper” (LZ), a subclasse designa-se por CC-NBS-LRR. A terceira subclasse é 
caracterizada pelo facto de não apresentar qualquer similaridade com os motivos TIR e 
CC. É como tal, designada por subclasse NBS-LRR. Em 2002, Deslandes et al. 
descreveram o gene RRS1-R, que confere resistência à bactéria Ralstonia solanacearum, 
em Arabidopsis. Este gene codifica uma proteína TIR-NBS -LRR, sendo invulgar pelo 
facto de apresentar na sua região carboxi-terminal (C-terminal) um motivo putativo 
NLS (“nuclear localization signal”) e um domínio WRKY (domínio triptofano-arginina-
lisina-tirosina). Este último domínio é altamente conservado, sendo composto por uma 
região de 60 aminoácidos que contêm no seu N-terminal a sequência WRKYGQK e um 
motivo “zinc-finger”, que desempenha um papel crucial na regulação das respostas de 
defesa das plantas (Eulgem et al., 1999; Journot-Catalino et al., 2006). 
  
As proteínas codificadas pelos genes de resistência das classes acima descritas, não 
apresentam domínios transmembranares e pensa-se que todas elas se localizem no meio 
intracelular (Martin et al., 2003). 
 
A classe de genes LRR-TM, também designada por RLP (“receptor-like proteins”), é 
caracterizada pela presença de uma região extracitoplasmática, de um domínio 
transmembranar (TM) e de uma pequena “tail” no seu C-terminal. Os primeiros genes 
desta classe a serem isolados foram os genes Cf-X do tomate (Cf-2, Cf-4, Cf-5 e Cf-9), 
que conferem resistência ao fungo Cladosporium fulvum. Posteriormente, foram 
também isolados do tomate os genes Ve1 e Ve2, que conferem resistência ao 
Verticillium dahlie (Kawchuk et al., 2001), e que também pertencem a esta classe. Estes 
últimos diferem dos genes Cf-X pelo facto de possuírem na região N-terminal receptores 
que medeiam a endocitose (RME “receptor mediated endocytosis”).  
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Os genes pertencentes à classe LRR-TM-PK, também designada por classe RLK 
(“receptor-like kinases”), são caracterizados por codificarem proteínas que apresentam 
uma região LRR extracitoplasmática, um domínio TM e um domínio cinase 
citoplasmático. O primeiro gene a ser isolado pertencente a esta classe foi o gene Xa21 
do arroz que confere resistência à Xanthomonas oryzae pv oryzae. Este gene codifica 
uma proteína com uma região LRR extracitoplasmática, um domínio TM e um domínio 
cinase serina/treonina. A estrutura deste gene combina as características da classe LRR-
TM e da classe do gene Pto do tomate. Recentemente foi incluído nesta classe o gene 
Pi-d2 do arroz que confere resistência ao fungo Magnaporthe grisea (Chen et al., 2006). 
Este gene tem a particularidade de codificar uma proteína que em vez de apresentar a 
região LRR, apresenta um domínio lecRLK (“lectin-type”) extracitoplasmático. 
 
Existem no entanto genes de resistência que não se enquadram em nenhuma das classes 
de resistência definidas até ao momento. Em Arabidopsis, o gene RPW8, que confere 
resistência ao oídio (Erysiphae cruciferarum), codifica uma proteína que não apresenta 
homologia com os restantes genes R. A proteína codificada por este gene é composta 
por um motivo CC e um domínio TM (Xiao et al., 2001). O gene mlo da cevada confere 
resistência recessiva, não específica e de largo espectro, ao oídio (Erysiphe graminis pv 
hordei). Este gene codifica uma proteína com uma estrutura TM (Büschyes et al., 1997). 
Também em cevada, o gene Rpg1, que confere resistência ao fungo Puccinia graminis 
pv triticae, codifica uma proteína constituída por dois domínios cinase homólogos, não 
apresentando um domínio receptor evidente (Brueggeman et al., 2002). Em arroz foram 
identificados três genes que também não se enquadram em nenhuma das classes de 
genes de resistência, o gene xa5, Xa13 e Xa27. Estes três genes têm em comum o facto 
de conferirem resistência ao mesmo patogéneo, a Xanthomonas oryzae. O gene xa5, 
confere resistência recessiva e codifica uma pequena subunidade gama do factor de 
transcrição TFIIAγ, que é um factor eucariota ao qual não se conhece qualquer papel na 
resistência a doenças (Iyer e McCouch, 2004). O gene Xa13 codifica uma proteína com 
homologia à nodulina MtN3 (Chu et al., 2006), e até ao momento não foi encontada na 
base de dados uma proteína com homologia à proteína codificada pelo gene Xa27 (Gu et 
al., 2005).  
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1.2 - Organização genómica dos genes de resistência 
 
Existem diversas formas sob as quais os genes de resistência se podem encontrar 
organizados no genoma. Os loci R podem encontrar-se na sua forma mais simples, 
sendo compostos por um único gene com uma variação alélica pequena como sejam os 
genes de Arabidopsis RPS2, RPM1 e RPS4 (Ellis et al., 2000). Há alguns casos em que 
vários alelos distintos mapeiam num único locus e em que cada linha possui um único 
gene com uma especificidade de resistência distinta. Temos como exemplo o locus L do 
linho. Este locus é um dos mais estudados por ser constituído por um único gene, com 
treze alelos distintos, apresentando especificidades distintas de reconhecimento para 
diferentes raças do fungo Melampsora lini (Hulbert et al., 2001). No entanto, a forma de 
organização mais comum é em clusters complexos, formando famílias multi-gene 
diversas (Liu et al., 2007). O locus Rp1 do milho é um exemplo clássico de um locus de 
resistência complexo. Foram identificados catorze genes dominantes que mapeiam no 
locus Rp1, conferindo resistência, com diferentes especificidades, ao fungo Puccinia 
sorghi (Richter e Ronald, 2000). Existem ainda alguns clusters de genes de resistência 
que contêm genes diferentes. Este é o caso do cluster ao qual pertence o gene de 
resistência Pto do tomate. Este gene pertence a um locus de cinco genes, que codificam 
cinases serina-treonina, e do gene Prf, que codifica uma proteína da classe NBS-LRR. 
Neste locus apenas foi mapeado um gene específico de resistência, o gene Pto. Tal 
facto, não vai de encontro aos outros loci resistentes, nos quais especificidades 
múltiplas de resistência ocorrem tanto como variantes alélicas de um único gene, ou 
como genes parálogos em clusters complexos (Lehmann, 2002). 
 
A complexidade identificada na organização dos genes de resistência pode reflectir a 
evolução de diferentes especificidades a determinados patogéneos ou raças dos mesmos 
(Ellis et al., 1995). 
 
Pensa-se que o maior mecanismo para a formação de novos genes de resistência e das 
suas especificidades de resistência engloba a duplicação e a recombinação genética, a 
selecção natural e a divergência de sequências nas regiões intergénicas (McDowell e 
Simon, 2006). 
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1.3 - Clonagem de genes de resistência 
 
A maioria dos genes com interesse agronómico, incluindo os genes de resistência, 
apenas é conhecida pela influência que apresentam no fenótipo do indivíduo, não sendo 
conhecidos os seus produtos directos. Os métodos utilizados para o isolamento deste 
tipo de genes são dois: clonagem posicional ou baseada em mapas genéticos 
(“Positional cloning” ou “Map-based cloning”) e marcação com transposões ou com T-
DNA (“Transposon tagging” ou “T-DNA tagging”). 
 
O método de isolamento por marcação com transposões, baseia-se na capacidade que 
estes elementos de DNA possuem de se mover no genoma. Tanto a inserção do 
transposão como do T-DNA na sequência de um gene, provoca mutações e a 
inactivação deste último. A grande vantagem deste tipo de método é que o gene mutado 
pode ser depois facilmente clonado, utilizando como sonda a sequência conhecida do 
transposão ou do T-DNA, para identificar numa biblioteca genómica o clone que 
contém o gene de resistência alterado pela inserção do transposão. O gene Hm1 do 
milho, que confere resistência ao fungo Cochliobolus carbonum, foi o primeiro gene de 
resistência a ser clonado por “transposon tagging” (Johal e Briggs, 1992). A utilização 
dos elementos de transposição do milho permitiu a clonagem de alguns genes de 
resistência, tais como, o gene Cf-9 do tomate (Jones et al., 1994), o gene N do tabaco 
(Dinesh-Kumar et al., 1995), o gene L6 do linho (Lawrence et al., 1995) e o gene Rp1-D 
do trigo (Collins et al., 1999). No entanto, embora esta estratégia seja eficiente, só pode 
ser aplicada num número reduzido de plantas, uma vez que requer um transposão bem 
caracterizado e que seja funcional na espécie de interesse. 
 
O “map-based cloning” tem sido o método mais utilizado para a clonagem de genes de 
resistência em plantas. Este método tem por base o conhecimento prévio da localização 
do gene de interesse num mapa genético. Como tal, em primeiro lugar deve construir-se 
um mapa genético detalhado da região onde se encontra o gene alvo, saturado com 
marcadores moleculares estreitamente ligados a este último. Após a identificação dos 
marcadores moleculares são construídas bibliotecas genómicas de DNA. O gene de 
interesse poderá então ser localizado nestas bibliotecas por “chromosome walking”, 
utilizando os marcadores identificados anteriormente como pontos de referência no 
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genoma. O gene Pto do tomate, que confere resistência à bactéria P. syringae, foi o 
primeiro gene de resistência a ser isolado utilizando esta técnica (Martin et al., 1993). 
No entanto, a utilização de “chromosome walking” em plantas é difícil devido às 
grandes dimensões do genoma e ao facto deste apresentar elevada frequência de DNA 
repetitivo. Não obstante, a existência de mapas genéticos cada vez mais saturados, o 
aumento de informação sobre o genoma de plantas modelo, o mapeamento comparativo 
e o conhecimento da estrutura molecular de alguns genes de resistência, permitem uma 
abordagem cada vez mais específica. Assim sendo, estes aspectos permitem uma 
redução no “chromosome walking”, terminando por vezes no isolamento directo de 
clones genómicos que contêm o gene alvo. Este método é designado por “chromosome 
landing” (Tanksley et al., 1995). 
 
A eficiência do “map based cloning” tem vindo a aumentar também devido ao 
aparecimento de vectores que permitem a clonagem de longos fragmentos de DNA. 
Tais como, cosmídeos (Collins et al., 1978), cromossomas artificiais de leveduras 
(“yeast artificial chromosome” – YAC) (Burke et al., 1987), cromossomas artificiais de 
bactérias (“bacterial artificial chromosomes” – BAC) (Shizuya et al., 1992) e derivados 
do fago P1 (“P1-derived artificial chromosome” – PAC) (Ioannou et al., 1994). Os 
vectores BAC, têm sido os vectores mais utilizados na construção de bibliotecas 
genómicas. Estes vectores apresentam algumas vantagens face aos outros tipos de 
vectores ao nível da estabilidade na preservação dos fragmentos de DNA, da baixa taxa 
de quimerismo clonal e da fácil manipulação (Tao et al., 1994). 
 
Após o isolamento dos clones específicos contendo o gene de interesse, por hibridação 
com sondas ou através da amplificação directa de fragmentos de DNA por PCR, é 
necessária a comprovação do gene alvo. Esta comprovação é realizada por 
complementação genética em plantas transgénicas, por transformação mediante 
Agrobacterium tumefaciens ou pelo método de biolística. 
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1.4 - Mapeamento genético em Brassica 
 
1.4.1 - O género Brassica 
 
As espécies que se encontram englobadas no género Brassica, pertencem à mesma 
família Brassicaceae que incluí a planta modelo Arabidopsis thaliana. 
 
Do género Brassica fazem parte várias espécies diplóides e anfidiploides. Das cerca de 
quarenta espécies que o constituem, apenas seis são cultivadas. Nestas espécies estão 
incluídas algumas das culturas mais importantes a nível mundial, incluindo hortícolas, 
condimentos e sementes para obtenção de óleos. 
 
As três espécies diploides são a B.rapa (genoma AA, couve-chinesa, nabo), a B.nigra 
(genoma BB, mostarda negra) e a B. oleracea (genoma CC, couve-flor, brócolos, 
repolho, couve-de-bruxelas, couve-rábano, couve-tronchuda, etc.). As espécies 
anfidiploides, originadas pelo cruzamento entre as primeiras três espécies, são a B. 
juncea (genoma AABB, mostarda castanha ou indiana), a B. napus (genoma AACC, 
colza, couve-nabo) e a B. carinata (genoma BBCC, mostarda da Etiópia). As relações 
cromossómicas entre estes genomas foram elucidadas através de cruzamentos inter-
específicos e de análises meióticas (Morinaga, 1934; U, 1935) (Figura 1.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2 - Triângulo das espécies de Brassica, como foi descrito por U (1935), representando os genomas A, B e C e 
os anfidiplóides respectivos. [Adaptado de Snowdon, 2007] 
Estado Actual dos Conhecimentos 
16 
 
1.4.2 - Mapas genéticos baseados em marcadores moleculares  
 
O conceito de mapa genético foi apresentado pela primeira vez em 1913 por Alfred 
Sturtevant, ao ordenar de forma linear cinco factores ligados ao sexo, no cromossoma X 
de Drosophila melanogaster. 
 
Os mapas genéticos têm por base os eventos de recombinação entre dois cromatídeos 
não irmãos de cada par de cromossomas homólogos, durante a meiose. As frequências 
de recombinação variam ao longo do cromossoma e são directamente proporcionais à 
distância entre o gene de interesse e os marcadores DNA mapeados. 
 
Os recentes desenvolvimentos de diversas técnicas em biologia molecular, 
especialmente da “polymerase chain reaction” (PCR) (Mullis e Faloona, 1987), 
aumentaram significativamente a eficiência na construção de mapas genéticos e 
consequentemente o mapeamento de genes de resistência a doenças em plantas. A 
técnica de PCR permitiu o desenvolvimento de diversos marcadores DNA de alto 
rendimento amplificativo, tais como os “Random Amplified Polymorphic DNA” 
(RAPD) (Williams et al., 1990), “Inter Simple Sequence Repeats” (ISSR) (Zietkiewicz 
et al., 1994), “Amplified Fragment Length Polymorphism” (AFLP) (Vos et al., 1995) e 
“Simple Sequence Repeat” (SSR) (Gris et al., 1993). Esta técnica conjugada com a 
estratégia de “Bulked Segregant Analysis” (BSA) (Michelmore et al., 1991), permite a 
rápida identificação de marcadores em regiões específicas do genoma, por exemplo, em 
regiões onde residem os genes de interesse.  
 
A estratégia por BSA tem por base a construção de dois “bulks” de DNA, um 
constituído pelo DNA de indivíduos resistentes (“bulk” resistente) e outro pelo DNA de 
indivíduos susceptíveis (“bulk” susceptível), sendo os indivíduos provenientes da 
mesma população segregante. Na construção dos bulks pretende-se assegurar que a 
única diferença entre estes seja a presença/ausência do locus do gene em estudo, de 
modo a que os marcadores que sejam polimórficos entre eles estejam geneticamente 
ligados ao gene de interesse. 
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Os mapas genéticos desempenham um papel importante em várias áreas da genética. 
Estes mapas são utilizados para localizar genes de interesse que regulam caracteres 
qualitativos e quantitativos (QTL - “Quantitative Trait loci”), para a sua clonagem e 
isolamento por “map-based cloning”, para melhoramento de variedades por selecção 
assistida por marcadores (MAS), e são utilizados para estudar a estrutura, origem e 
evolução dos genomas de várias espécies vegetais, como por exemplo das brássicas. 
 
O mapeamento genético nas espécies do género Brassica tem sido fundamentalmente 
baseado em marcadores moleculares RFLP (“Restriction Fragment Length 
Polymorphism”) e microssatélites (SSR). Devido à proximidade entre a A. thaliana e as 
brássicas, também têm sido utilizados na construção de mapas genéticos marcadores 
ligados a locus de interesse e marcadores derivados de sequências de genes 
caracterizados nesta planta modelo. Os marcadores moleculares identificados em 
Brassica, ligados a loci de interesse, podem também ser localizados em A. thaliana, 
tendo por objectivo a localização da região genómica correspondente e seleccionar o 
locus mais provável de entre os genes candidatos. Juntamente com os marcadores 
moleculares, a informação proveniente da sequenciação completa e os dados da 
expressão genética disponíveis para a A. thaliana, existe um conjunto de dados com 
enorme potencial para serem aplicados na análise genética e no melhoramento das 
espécies do género Brassica. Actualmente mais de 900 marcadores moleculares 
disponíveis em Brassica e em A. thaliana encontram-se mapeados pelo menos em 15 
mapas genéticos (Lim et al., 2007). 
 
Para o mapeamento têm sido utilizadas principalmente populações F2, no entanto, 
populações de linhas recombinantes (RILs), retrocruzamentos (BC) e linhas duplo-
haplóides (DH), também têm sido utilizadas em vários trabalhos. 
 
Actualmente existem diversos mapas genéticos para a maioria das espécies de Brassica. 
 
Para Brassica napus existem pelo menos, 10 mapas genéticos, sendo a maioria baseada 
em marcadores RFLPs e na sua segregação em populações DH. O primeiro mapa 
genético baseado em marcadores RFLPs foi publicado por Landry et al., em 1991. 
Vários outros mapas foram publicados (Parkin et al., 1995; Sharpe et al., 1995; 
Lombard e Delourme, 2001 e Piquemal et al., 2005 entre outros), e alguns foram 
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alinhados entre si (Parkin et al., 2005 e Udell et al., 2005), sendo possível identificar os 
10 grupos de ligamento do genoma A e os 9 grupos do genoma C. Recentemente Sun et 
al. (2007), construíram um mapa ultra denso desta espécie com base na segregação de 
marcadores SRAP (“Sequence Related Amplified Polymorphism”) numa população 
DH. Foram mapeados 13551 marcadores, distribuídos por 19 grupos de ligamento, 10 
correspondentes ao genoma A e 9 correspondentes ao genoma C. 
 
O primeiro mapa genético publicado de Brassica rapa baseado na segregação de 
marcadores RFLPs numa população F2, foi construído por Song et al., em 1991. Com 
base unicamente na segregação de marcadores RFLPs foram construídos 4 mapas (Chyi 
et al., 1992; Teutonico e Osborn, 1994; Matsumoto et al., 1998 e Kole et al., 1997), 
tendo sido também construído um mapa com marcadores RFLPs, RAPDs e isoenzimas 
(Nozaki et al., 1997) e um mapa integrando marcadores RFLPs, RAPDs e SSRs 
(Tanhuanpää et al., 1996). Recentemente, foram construídos mais dois mapas genéticos 
de B. rapa. Em 2006, Kim et al. construíram um mapa de ligamento detalhado baseado 
na segregação de 545 marcadores RFLPs (derivados de clones EST) e de 25 marcadores 
baseados em PCR numa população F2:3. Os marcadores encontram-se distribuídos por 
10 grupos de ligamento com uma cobertura de 1287 cM. No ano seguinte, Choi et al. 
(2007) publicaram um mapa genético que serve de referência para o projecto de 
sequenciação de B. rapa. Foi utilizada uma população de 78 linhas DH. Um total de 556 
marcadores dos quais 278 AFLPs, 235 SSRs, 25 RAPDs e 18 ESTs, STSs e CAPs, 
encontram-se mapeados e distribuídos por 10 grupos de ligamento. 
 
São também vários os mapas genéticos publicados até ao momento de Brassica juncea. 
Utilizando populações DH foram construídos dois mapas genéticos, através da análise 
da segregação de marcadores RFLPs (Cheung et al., 1997b e Mahmood et al., 2003). 
Foi também construído um mapa com base na segregação de marcadores RAPD em 94 
linhas recombinantes (RILs) (Sharma et al., 2002). Existem ainda dois mapas genéticos 
desta espécie, baseados em marcadores AFLPs (Lionneton et al., 2002 e Pradhan et al., 
2003). 
 
 Da espécie Brassica nigra foram publicados dois mapas genéticos, ambos contendo 
essencialmente marcadores RFLP. Um dos mapas para além dos marcadores RFLP tem 
marcadores RAPD e isoenzimas, e foi construído com base da segregação destes numa 
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população F2 (Truco e Quiros, 1994). O outro mapa tem por base a segregação de 
marcadores RFLP numa população proveniente de um retrocruzamento (Lagercrantz e 
Lydiate, 1995). 
 
1.4.3 - Mapeamento genético em Brassica oleracea 
 
Desde a construção do primeiro mapa de ligamento de Brassica oleracea, baseado em 
loci de isoenzimas (Arus e Orton, 1983), foram construídos vários mapas utilizando a 
segregação de diversos marcadores moleculares. 
 
Em 1990, Slocum et al. construíram o primeiro mapa genético desta espécie baseado em 
marcadores RFLP. Para a construção do mapa foi analisada a segregação de 258 
marcadores RFLP, numa população F2 de B. oleracea var italica (brócolos) x B. 
oleracea var capitata (repolho). No ano de 1992, Kianian e Quiros, construíram um 
mapa genético composto por marcadores RFLPs, isoenzimas e caracteres morfológicos. 
A segregação dos marcadores foi analisada em quatro populações F2, três provenientes 
de cruzamentos intraespecíficos e uma proveniente de um cruzamento interespecífico. 
Neste mesmo mapa foram integrados 31 marcadores SSR específicos de B. napus (Saal 
et al., 2001) e 212 marcadores RFLP derivados de sondas EST (Babula et al., 2003). A 
segregação dos marcadores foi analisada em ambos os casos em populações F2. 
 
Ramsay et al. (1996), publicaram um mapa genético baseado numa população 
proveniente de um retrocruzamento com o progenitor ‘A12’ de uma geração F1 entre 
duas linhas duplo-haplóides: ‘A12’ (B. oleracea var alboglabra) e GD33 (B. oleracea 
var italica). Estas duas linhas duplo haplóides foram também utilizadas por Bohuon et 
al. (1996), para a construção de um mapa genético contendo 303 RFLPs. Este mapa foi 
comparado com o mapa de B. napus, publicado por Parkin et al. (1995), sendo 
observada uma enorme colinearidade entre os grupos de ligamento de B. oleracea e os 
grupos de ligamento do genoma C de B. napus. 
 
O mapeamento do gene de resistência ao míldio na fase de planta adulta, Pp523, por 
Farinhó et al. (2004), levou à construção de um mapa genético que compreende, para 
além do locus de resistência e do locus responsável pela cor da flor, 301 marcadores 
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AFLP, 55 marcadores RAPD, 46 marcadores ISSR, 3 marcadores SSR e 4 marcadores 
PCR. A sua construção teve por base a segregação destes marcadores numa população 
F2, e o mapa compreende 9 grupos principais de ligamento. 
  
Mais recentemente foi construído um mapa genético com 1257 marcadores, tendo por 
base a segregação destes numa população F2 de brócolos x couve-flor (Gao et al., 
2007). Os marcadores encontram-se distribuídos por 9 grupos de ligamento, que 
incluem um total de 1062 marcadores SRAP genómicos, 155 marcadores SRAP cDNA, 
26 marcadores SSR, 3 sequências de BAC ends e 11 genes conhecidos do brócolo, 
incluindo o gene de resistência ao míldio em fase cotiledonar. 
 
Um mapa genético de B. oleracea var botrytis foi publicado muito recentemente por Gu 
et al. (2008). Este mapa foi construído baseado na segregação de 234 marcadores AFLP 
e de 21 marcadores NBS (sequências conservadas NBS da classe de genes de resistência 
NBS-LRR), numa população F2. Os marcadores foram mapeados em nove grupos de 
ligamento, sendo que cada grupo contém entre 12 a 47 loci. Os marcadores AFLP 
mapearam nos 9 grupos de ligamento e os marcadores NBS em oito grupos, 
apresentando uma organização por clusters, indicando que muitos deles podem ser 
RGAs (“Resistance Gene Analogues”). 
 
1.4.4 - Mapeamento de genes de resistência a doenças em Brassica 
 
As plantas encontram-se sob ameaça contínua de infecção por parte de diferentes 
patogéneos (fungos, oomicetes, bactérias e vírus) que utilizam diversas estratégias para 
as colonizar. Nos últimos anos foram construídos vários mapas genéticos, tendo por 
objectivo o mapeamento de genes de resistência às principais doenças em espécies 
vegetais. 
 
As espécies do género Brassica são principalmente afectadas pelas doenças do cancro 
do colo, a hérnia ou potra, a podridão negra, a ferrugem branca e o míldio. Assim sendo, 
uma das principais aplicações dos mapas genéticos em Brassica é o mapeamento dos 
genes que conferem resistência a estas doenças. 
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Leptosphaeria maculans 
 
O cancro do colo é provocado pelo fungo Leptosphaeria maculans, contra o qual as 
espécies de Brassica que contém o genoma B (B. nigra, B. juncea e B. carinata) 
apresentam uma resistência elevada (Rimmer e van den Berg, 1992). Como esta é uma 
das principais doenças que afectam a espécie B. napus, o mapeamento do gene de 
resistência a esta doença é prioritário, pelo que, existem vários mapas genéticos onde se 
encontram mapeados genes de resistência ao cancro do colo (Dion et al., 1995; Ferreira 
et al., 1995a e Pilet et al., 1998a, b, 2001). 
 
Keri et al. (1997) utilizaram uma linha susceptível de B. juncea e estudaram a herança 
das resistências presentes em 3 acessões desta espécie, tendo concluído que a resistência 
é controlada por dois genes, um dominante e um recessivo. Recentemente, Christianson  
et al. (2006) utilizaram a mesma linha susceptível, que foi cruzada com uma linha 
resistente para obter uma população segregante F2, utilizada para mapear os dois genes 
que controlam a resistência. 
 
Em B. napus foram identificados vários genes dominantes que conferem resistência na 
fase cotiledonar (Ferreira et al., 1995; Mayerhofer et al., 1997 e Rimmer et al., 1999) e 
dois genes que conferem resistência na fase cotiledonar e na fase adulta (Zhu e Rimmer, 
2003). Os estudos de mapeamento evidenciam que muitos dos genes identificados em 
B. napus, que conferem resistência a L. maculans, se encontram agrupados em regiões 
genómicas específicas. 
 
Plasmodiophora brassicae 
 
O fungo Plasmodiophora brassicae Worton é responsável por uma doença conhecida 
por hérnia ou potra. Esta doença afecta sobretudo a espécie B. oleracea, cujo nível de 
resistência é geralmente menor que nas espécies B. rapa e B. napus (Crisp et al., 1989). 
 
Em B. oleracea existem no mínimo 6 mapas genéticos, desenvolvidos com o objectivo 
de mapear os genes que conferem resistência a este fungo (Landry et al., 1992; Figdore 
et al., 1993; Grandclément e Thomas, 1996; Voorrips et al., 1997; Moriguchi et al., 
1999 e Rocherieux et al., 2004). A resistência a P. brassicae nesta espécie parece ser 
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regulada quantitativamente, sob controlo poligénico, verificando-se na maioria dos 
casos que a resistência é regulada por um número limitado de QTLs. 
 
Em B. napus considera-se que a resistência é controlada por um único locus. Kugiuchi 
et al. (1997) e Matsumoto et al. (1998) mapearam um único locus que regula a 
resistência a isolados de P. brassicae. Um gene dominante Pb-Bn1 envolvido na 
resistência à hérnia, foi mapeado por Manzanares-Douleux et al. (2000), para esta 
espécie. 
 
Em B. rapa foram identificados dois loci independentes que controlam a resistência à 
hérnia (Suwabe et al., 2003). Dois novos genes de resistência a esta doença, foram 
mapeados por Hirai et al. e Piao et al. (2004). 
 
Xanthomonas campestris pv campestris 
 
Até ao momento, existem três mapas genéticos que visam o mapeamento de genes que 
conferem resistência, à podridão negra provocada pela bactéria Xanthomonas 
campestris pv campestris. Em 1995, Camargo et al., publicaram um em B. oleracea e 
em 2000, Ignatov et al., mapearam um gene de resistência a esta doença em B. rapa. Em 
B. napus, Vicent et al. (2002) mapearam o gene de resistência Xca4, num grupo de 
ligamento pertencente ao genoma A, indicando que a resistência provêm da espécie B. 
rapa. 
 
Albugo candida 
 
As fontes de resistência à ferrugem branca, provocada pelo oomicete Albugo candida, 
são na sua maioria reguladas por genes únicos e dominantes (Tiwari et al., 1988 e Kole 
et al., 1996). Encontram-se até ao momento mapeados quatro genes de resistência 
dominantes em B. juncea, que conferem resistência a diferentes variantes de A. candida, 
o gene Acr (Cheng et al., 1998), o gene Ac21 (Prabhu et al., 1998), o gene Ac2t 
(Mukherjee et al., 2001) e o gene Ac2V1 (Somers et al., 2002). 
 
O locus ACA1, que controla a resistência a isolados de A. candida raça 2, foi mapeado 
em B. napus (Ferreira et al., 1995) e em B. rapa (Kole et al., 1996).    
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1.5 - Resistência genética ao míldio 
 
1.5.1 - O oomicete Hyaloperonospora parasitica 
 
A grande maioria dos organismos pertencentes à classe Oomicota, são patogéneos com 
a capacidade de induzir infecções graves que devastam espécies vegetais com interesse 
agronómico e ecossistemas naturais (Hardham, 2007). Os oomicete incluem vários 
patogéneos biotróficos obrigatórios, tais como, míldios (Bremia lactucae, 
Hyaloperonospora parasitica, Plasmopara vitícola) e ferrugem branca (Albugo spp), 
hemibiotroficos (Phytophthora infestans, Phytophthora sojae) e necrotroficos 
(Phytophthora cinnamomi, Phythium spp). Estes patogéneos estabelecem estreitas 
ligações com os seus hospedeiros, formando haustórios intracelulares, que são 
utilizados para obter nutrientes da planta. Desta forma, os patogéneos conseguem 
redireccionar o metabolismo do hospedeiro e suprimir as suas defesas (Thör, 2008). 
 
O oomicete Hyaloperonospora Constant. parasitica (Pers. Ex. Fr.)Fr. (Constantinescu e 
Fatehi, 2002), anteriormente designado por Peronospora parasitica, é o causador do 
míldio na família Brassicacae. O míldio afecta sobretudo plantas em fase cotiledonar, 
embora também possa afectar e causar sérios estragos em plantas em fase adulta (Lucas 
et al., 1995). 
 
Em fase cotiledonar os ataques de H. parasitica manifestam-se pelo aparecimento de 
pequenas manchas amarelecidas sobre os cotilédones. No caso do hospedeiro ser 
susceptível, as infecções dos cotilédones tornam-se sistémicas, resultando na maioria 
das vezes na morte das plântulas. Devido a este facto, são necessários tratamentos 
intensivos com fungicidas, de modo a produzir plântulas saudáveis para transplantação 
(Verme e Thakur, 1989). 
 
Nas plantas em fase adulta, os ataques manifestam-se nas folhas inferiores, com o 
aparecimento de pequenas pontuações no local de inoculação. No caso da infecção ser 
baixa, os ataques podem restringir-se às pontuações iniciais. No entanto, se o 
hospedeiro for muito susceptível, e a infecção for muito severa, as folhas apresentam 
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manchas cloróticas irregulares, a doença acaba por progredir na planta e as folhas 
superiores são infectadas pelo inoculo formado nas folhas inferiores. 
 
O míldio provoca o enfraquecimento, a redução da adaptação das plantas hospedeiras, e 
consequentemente a diminuição da qualidade da produção destas. Devido a estes 
decréscimos é importante caracterizar a resistência genética ao oomicete H. parasitica, 
para que o conhecimento que daí advenha possa ser utilizado no controlo da doença. 
Tal, poderá ser a melhor solução a nível económico e ambiental (Branca et al., 2005). 
 
1.5.2 - Mapeamento e clonagem de genes resistentes ao míldio na 
família Brassicacea 
 
As espécies do género Brassica encontram-se geneticamente próximas da planta modelo 
Arabidopsis thaliana, para a qual se completou a sequenciação de todo o genoma (The 
Arabidopsis Genome Initiative, 2000), e da qual têm sido mapeados e clonados vários 
genes de resistência (Holub, 1997). Esta proximidade coloca as brassicas numa posição 
privilegiada. Geralmente é possível encontrar uma homologia de 80 a 90% entre os 
exões dos genes ortólogos em A. thaliana e Brassica, o que vem realçar o quão 
importante é o conhecimento da planta modelo para o isolamento de genes de interesse 
e para a caracterização das espécies de Brassica (Snowdon e Friedt, 2004). 
 
A interacção H. parasitica/A. thaliana tem servido como modelo para o estudo das 
interacções hospedeiro-patogéneo (Holub, 2008). Actualmente encontram-se mapeados 
vários genes que conferem resistência ao míldio em A. thaliana, encontrando-se alguns 
já isolados e clonados. Estes genes de resistência, designados por RPP (Recognition to 
Peronospora parasitica) (Crute et al., 1993) são na sua maioria genes únicos e 
dominantes.  
 
O primeiro gene de resistência RPP a ser mapeado foi o gene RPP5, por Parker et al. 
(1993). Actualmente encontram-se mapeados 18 genes RPP, conferindo resistência a 
vários isolados de H. parasitica em diversas acessões de A. thaliana (Tör et al., 1994; 
Holub, 1994; Joos et al., 1996; Reignault et al., 1996; Holub e Beynon, 1997; Bittner-
Eddy et al., 1999). Os genes mapeados encontram-se distribuídos por todos os 
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cromossomas de A. thaliana, no cromossoma 1 estão mapeados os genes RPP7 (Tör et 
al., 1994) e RPP9, no cromossoma 2 o gene RPP6, no cromossoma 3 os genes RPP10 
(Holub e Beynon, 1996), RPP14 (Reignault et al., 1996), o gene RPP11 (Joos et al., 
1996) e o gene RPP13 (Bittner-Eddy et al., 1999) que foi mapeado no mesmo locus que 
o RPP11, tendo sido demonstrado por Bittner-Eddy et al. (2000), que estes dois últimos 
eram alélicos e que apresentavam diferentes especificidades de resistência. Os genes de 
resistência RPP12 e RPP2 (Tör et al., 1994), encontram-se mapeados no cromossoma 4, 
enquanto que o gene RPP21 se encontra mapeado no cromossoma 5. 
 
Encontram-se clonados e caracterizados 5 genes de resistência RPP, todos pertencentes 
à classe NBS-LRR, e que se distribuem pelas subclasses TIR-NBS-LRR e CC-NBS-
LRR (Tabela 1). O primeiro gene a ser clonado foi o gene RPP5 (Parker et al., 1997), 
seguido dos genes RPP1 (Botella et al., 1998) e RPP8 (McDowell et al., 1998). 
Aquando da clonagem do gene RPP1, constatou-se que no locus existiam três 
especificidades ligadas e agrupadas geneticamente, a que correspondem os genes 
alélicos RPP1, RPP10 e RPP14. No ano de 2000, Bittner-Eddy et al., clonaram o gene 
de resistência RPP13, e dois anos depois, van der Biezen et al. (2002), clonaram o gene 
RPP4. Os genes clonados encontram-se distribuídos pelos cromossomas 3 (RPP1 e 
RPP13), 4 (RPP4 e RPP5) e 5 (RPP8) (Figura 1.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3 – Localização cromossómica dos genes de resistência RPP1 (AT3G44480), RPP13 (AT3G46530), RPP5 
(AT4G16860), RPP4 (AT4G16860) e RPP8 (AT5G43470) que se encontram clonados em Arabidopsis. 
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Nas espécies do género Brassica foram descritas algumas fontes de resistência ao 
míldio, no entanto não existe qualquer trabalho de mapeamento destes genes de 
resistência. Foram identificados genes de resistência específica ao míldio em B. napus, 
onde a resistência aparenta ser controlada por um único gene dominante (Lucas et al., 
1988) ou por um ou dois genes independentes parcialmente dominantes (Nashaat et al., 
1997), dependendo do genótipo do hospedeiro. Em B. juncea, num estudo que envolveu 
a infecção com diversos isolados de H. parasitica, Nashaat et al. (2004), concluiram que 
a espécie era resistente a alguns isolados, e que a resistência era conferida de forma 
independente por um gene único e dominante. Niu et al. (1983), constatou que a 
resistência, em B. rapa, ao H. parasitica é controlada por um único gene e que a 
resistência se manifesta através da redução da esporulação.  
 
1.5.3 - Resistência genética ao míldio em Brassica oleracea 
 
Ao longo dos tempos foram encontradas diversas fontes de resistência ao míldio em B. 
oleracea tanto na fase cotiledonar como na fase adulta. 
 
Em 1967, Natti et al., estudaram duas fontes de resistência ao míldio em B. oleracea var 
italica (brócolo) em fase cotiledonar e concluíram que aparentemente a resistência era 
controlada por um gene único dominante. Outros estudos vieram demonstrar que a 
resistência em fase cotiledonar aparentava ser controlada deste modo (Mahajan et al., 
1995; Jensen et al., 1999; Farnham et al., 2002). Existem no entanto estudos onde se 
demonstra que a resistência ao míldio em fase cotiledonar é conferida por mais do que 
um gene (Hoser-Krauze et al., 1995, Carvalho e Monteiro, 1996) ou então por um gene 
recessivo (Hoser-Krauze et al., 1987). Por exemplo, em couve-flor a resistência é 
regulada por dois - três genes dominantes (Moss et al., 1988) e em Couve Algarvia é 
conferida por dois genes dominantes (Monteiro et al., 2005).  
 
Na fase de planta adulta também foram encontradas diversas fontes de resistência ao 
míldio. Foram encontradas várias acessões resistentes controladas por um gene único 
dominante, em brócolo (Natti e Atkin, 1960; Barnes, 1968; Coelho e Monteiro, 2003a), 
em repolho (Barnes, 1968), em Couve Algarvia (Monteiro et al., 2005) e em couve-flor 
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(Mahajan et al, 1995). Também em couve-flor foi encontrada uma acessão resistente, 
cuja resistência é controlada por um gene recessivo epistático (Mahajan et al., 1995). 
 
Estudos de hereditariedade realizados por Coelho e Monteiro (2003b) em plantas 
adultas da linha resistente de brócolo ‘OL87125’, vieram confirmar que a resistência é 
controlada por um gene único dominante, o qual foi designado por Pp523. 
 
Após a identificação da linha resistente ao míldio de Couve Algarvia (Coelho e 
Monteiro, 2003) foram efectuados cruzamentos com uma linha auto fecundada S3 desta 
planta e uma linha duplo haplóide de uma brassica de ciclo curto susceptível (CrGC). 
Através da análise da descendência proveniente deste cruzamento, constatou-se que a 
resistência é conferida por um gene único dominante (Monteiro et al., 2005), a que se 
convencionou chamar PpALG1. Foram realizados testes de complementação, onde se 
cruzou a linha resistente de Couve Algarvia com a linha resistente de brócolo. Os 
resultados deste estudo revelaram que o gene de resistência ao míldio em Couve 
Algarvia e o gene Pp523 são loci diferentes (Coelho et al., dados não publicados). 
 
1.6 - Mapeamento de genes de resistência ao míldio em Brassica 
oleracea 
 
Os primeiros grupos de ligamento que compreendiam um locus de resistência ao míldio, 
foram comunicados por Farinhó et al. (2000) e por Agnola et al. (2000). Em 2002, 
Giovanelli et al., publicaram o primeiro grupo de ligamento que incluía um gene de 
resistência ao míldio em fase cotiledonar em brócolo. O grupo foi construído com base 
na segregação de marcadores RAPD identificados por BSA, numa população F2. Dos 
marcadores testados oito ficaram ligados no grupo de ligamento do gene e desses 
marcadores foram seleccionados dois que posteriormente foram convertidos em 
marcadores SCAR. Estes marcadores SCAR ficaram ligados ao locus resistente a uma 
distância de 6.7 e de 3.3 cM. 
 
O primeiro gene de resistência ao míldio, na fase adulta, a ser mapeado foi o gene 
Pp523 em brócolo (Farinhó et al., 2004). O grupo de ligamento que contém o gene de 
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resistência tem 73.2 cM, encontrando-se o gene de resistência flanqueado por seis 
marcadores moleculares que delimitam uma região genómica de 4.7 cM.  
 
Mais recentemente, Farinhó et al. (2007) flanquearam o gene Pp523 com marcadores 
moleculares SCAR e CAPS e, através de análises in silico, concluíram que as cinco 
sequências dos marcadores que se encontravam mais próximos do locus de resistência 
correspondiam a uma região genómica de A. thaliana conservada no topo do braço do 
cromossoma 1 (Fig.1.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Partindo de 4 marcadores que delimitam a região genómica do locus da resistência, e 
utilizando duas bibliotecas genómicas de B. oleracea do laboratório do Plant Genome 
Mapping Institute, University of Georgia (EUA), foram isolados alguns clones BAC 
aparentemente formando um contig que abrange a região genómica de interesse, onde se 
localiza o locus Pp523. Este contig encontra-se actualmente em fase de consolidação 
por sequenciação terminal dos clones BAC, com o intuito de um posterior isolamento e 
clonagem do gene Pp523 (Leitão et al., em preparação).                                                                       
 
Figura 1.4 – A- Grupo de ligamento que abrange o gene de resistência ao míldio em brócolo Pp523 com um tamanho 
de 8,5 cM. B- Região genómica do topo do braço do cromossoma 1 de Arabidopsis thaliana.    
                                  [Adaptado de Farinhó et al., 2007] 
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2 - Materiais e Métodos 
2.1 - Material vegetal 
 
No presente trabalho utilizou-se uma população de 97 plantas F2, resultantes do 
cruzamento entre uma linha de Couve Algarvia (PCA 12.111-2), resistente ao míldio, e 
uma linha duplo haplóide de ciclo curto (CrGC) susceptível a esta doença (GK97362) 
(gentilmente cedida pelo Dr. Graham King). 
 
Os 97 indivíduos foram avaliados fenotipicamente em termos de 
resistência/susceptibilidade ao míldio, na fase de planta adulta. Estas avaliações foram 
realizadas em ensaios de campo efectuados na região da Batalha, e as plantas infectadas 
com o isolado P523 do oomicete Hyaloperonospora parasitica. 
 
Os cruzamentos, a propagação e as avaliações fenotípicas ao nível da resistência foram 
efectuados pela equipa do Prof. Dr. António Monteiro (Instituto Superior de 
Agronomia, Lisboa).  
 
2.2 - Extracção e quantificação de DNA 
 
O DNA das 97 plantas foi extraído de amostras foliares, segundo o protocolo que tem 
por base a utilização de fenol e de clorofórmio (Sambrook et al., 1989), optimizado para 
B. oleracea. 
 
Num almofariz macerou-se aproximadamente 1 g de tecido de folhas frescas em azoto 
líquido. O macerado foi depois adicionado a 5 ml de tampão de extracção (200mM Tris 
pH 8.0, 250mM de NaCl, 25 mM de EDTA pH 8.0 e 1% de SDS), e sujeito a um 
tratamento para eliminação de RNA, por incubação a 37ºC durante 1 hora com 20 µg/ml 
de RNAse (Ribonuclease A, Sigma). Após centrifugação durante 10 minutos a 5000 
r.p.m à temperatura ambiente, o sobrenadante foi submetido a três extracções sucessivas 
com igual volume de fenol, fenol:chisam e chisam (mistura de 24 partes de clorofórmio 
e 1 parte de álcool isoamílico).  
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Para a precipitação de DNA foi adicionado ao sobrenadante igual volume de 
isopropanol, invertendo o tubo cuidadosamente várias vezes até à formação de um 
novelo de DNA, procedendo-se depois a uma nova centrifugação a frio (10 minutos, 
5000 r.p.m., 4ºC). Posteriormente descartou-se o sobrenadante, e adicionou-se ao DNA 
precipitado etanol a 75%, seguindo nova centrifugação. O precipitado foi então seco no 
excicador ligado a sistema de vácuo, e ressuspenso em TE (10mM de Tris e 1mM de 
EDTA a pH 8.0). 
  
As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria de UV, a um 
comprimento de onda de 260nm (Sambrook et al., 1989). Foram preparadas diluições de 
trabalho a uma concentração final de 4 ng/µl. 
 
2.3 - Preparação de bulks de DNA para realização de “Bulked 
Segregant Analysis” (BSA) 
 
Prepararam-se dois bulks de DNA, com o intuito de se proceder à identificação de 
marcadores por “Bulked segregant analisys” (BSA) (Michelmore et al., 1991). Numa 
primeira fase do trabalho para preparar os “bulks” juntaram-se as amostras de DNA de 
16 indivíduos F2 resistentes (“bulk” de DNA resistente) e de 16 indivíduos F2 
susceptíveis (“bulk” de DNA susceptível). 
 
Para as análises AFLP, foram elaborados dois novos “bulks”, a partir de DNA pré-
amplificado de nove indivíduos resistentes e oito indivíduos susceptíveis. Numa 
segunda fase do trabalho, estes novos “bulks” foram também utilizados com outras 
técnicas de marcadores DNA: RAPD e ISSR. 
 
2.4 - Análises moleculares 
 
2.4.1 - Análise RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) 
 
Com o intuito de serem identificados marcadores RAPD polimórficos entre os “bulks” 
de DNA foram utilizados primers de 10 nucleótidos (decâmeros) e primers não 
convencionais com mais de 10 nucleótidos. 
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Os primers de 10 nucleótidos utilizados são comercializados pela “Operon 
Technologies” (Alameda, CA, USA). Cada kit contém 20 primers, tendo sido testados 
11 kits OP completos (AA, AB, AC, AD, AE, AK, AL, AM, AN, AO e Z), e 11 primers 
do kit OPY (Anexo I). 
 
Foram também testados primers RAPD de 10 nucleótidos, que amplificaram 
marcadores mapeados no grupo de ligamento 3 (Figura 1.4), onde se encontra o locus 
Pp523 de resistência ao míldio. 
 
As reacções de amplificação utilizando os primers convencionais foram realizadas num 
termociclador Biometra® UNOII. O programa de amplificação foi o seguinte: 1 ciclo 
inicial de desnaturação a 94ºC durante 1 minuto e 30 segundos, seguido de 35 ciclos de 
30 segundos de desnaturação a 94ºC, 30 segundos de “annealing” a 36ºC, 1 minuto de 
alongamento a 72ºC e um ciclo final de extensão a 72ºC durante 10 minutos.  
 
Como primers não convencionais foram utilizados primers longos (16- 21 nucleótidos) 
desenvolvidos no laboratório para outros trabalhos (Anexo II). As reacções de 
amplificação utilizando primers não convencionais foram realizadas num termociclador  
Biometra® T-gradient. O programa de amplificação foi o seguinte: 1 ciclo inicial de 
desnaturação durante 2 minutos e 30 segundos a 94ºC, seguido de 5 ciclos de 30 
segundos de desnaturação a 94ºC, 30 segundos de “annealing” a 42ºC e 30 segundos de 
alongamento a 72ºC. Após estes 5 ciclos são realizados mais 30 ciclos de 30 segundos 
de desnaturação a 94ºC, 30 segundos de “annealing” a 54ºC, 30 segundos de 
alongamento a 72ºC e um ciclo final de extensão durante 10 minutos a 72ºC. As 
reacções de amplificação foram realizadas num volume total de 15µl da mistura 
reactiva, cuja composição se encontra descrita na Tabela 2.1. 
 
Tabela 2.1 - Mistura reactiva para a análise RAPD por PCR. 
Mistura reactiva Volume (µl) Concentração final 
DNA genómico (4 ng/µl) 5 20ng 
Primer (10µM) 1 0,67µM 
Taq Buffer Green (5x) 3 1x 
MgCl2 (25mM) 1 1,67mM 
dNTPs (10mM) 0,2 0,13mM 
Taq DNA Polimerase (5U/µl) 0,1 0,03U 
Água MilliQ esterilizada 4,7 - 
Total 15  
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Os produtos de amplificação foram separados por electroforese em gel de agarose de 
2% (p/v), usando como electrólito uma solução de Tris -Ácido acético -EDTA (TAE) 1x 
a pH 8, a uma diferença de potencial de 5 V/cm. Os géis foram revelados por imersão 
sucessiva numa solução de brometo de etídeo e em água desionizada. Foram depois 
fotografados com uma câmara digital “Kodak EDAS 120” sob transiluminação com 
radiação Ultravioleta. As imagens foram então visualizadas em computador através do 
software “1D Analysis Software” v.2.0.1 (Eastman Kodak, Scientific Imaging Systems, 
New Haven, US). O tamanho dos fragmentos de DNA amplificados foi estimado 
utizando o marcador de peso molecular “Gene Ruller DNA Ladder Mix” (MBI, 
Fermentas). 
 
2.4.2 - Análise ISSR (“Inter Simple Sequence Repeat”) 
 
Foram analisados marcadores ISSR que se encontram mapeados no mapa de B. 
oleracea (Farinhó et al., 2004), no grupo de ligamento onde se encontra o gene de 
resistência ao míldio, Pp523. As reacções de amplificação foram realizadas num 
termociclador Biometra® T-Gradient, e o programa de amplificação utilizado composto 
por um ciclo inicial de 4 minutos a 94ºC, 40 ciclos de 30 segundos desnaturação de a 
94ºC, 45 segundos de “annealing” a 52ºC, 2 minuto de alongamento a 72ºC e um ciclo 
final de extensão com a duração de 7 minutos a 72ºC. A composição da mistura reactiva 
é igual à utilizada nas reacções de amplificação de primers RAPD. 
 
A separação, coloração e visualização dos fragmentos gerados foi efectuada como o 
descrito para a análise RAPD. 
 
2.4.3 - Análise SCAR (“Sequence Characterized Amplified Region”) 
 
Para esta análise foram utilizados primers de marcadores SCAR anteriormente 
mapeados em Brassica oleracea (Farinhó et al., 2004), primers SCAR mapeados em 
trabalhos anteriores de Couve Algarvia (Sousa, 2007) e primers derivados das 
sequências terminais de clones BAC de duas bibliotecas genómicas de B. oleracea. As 
análises foram efectuadas em três etapas. Numa primeira fase, os primers foram testados 
com DNA dos progenitores, Couve Algarvia e CrGC, de modo a identificar marcadores 
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polimórficos. Numa segunda fase, os primers que amplificaram marcadores 
polimórficos, foram testados com o DNA de 10 indivíduos resistentes e de 10 
indivíduos susceptíveis, de forma a obter uma primeira indicação da ligação dos 
marcadores ao locus da resistência. Numa terceira fase os primers que aparentemente 
amplificaram marcadores geneticamente ligados à resistência, foram utilizados para 
amplificar toda a população F2. 
 
As reacções de amplificação foram realizadas num termociclador Biometra® UNOII, 
utilizando o seguinte programa de amplificação: 1 ciclo inicial de 2 minutos a 94ºC, 
seguido de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturação a 94ºC, 30 segundos de 
“annealing” a 55-65ºC, 1 minuto de alongamento a 72ºC e um ciclo final de extensão 
com a duração de 10 minutos a 72ºC. A composição da mistura reactiva é igual à 
utilizada na amplificação de primers RAPD. 
 
A separação, coloração e visualização dos fragmentos amplificados foi efectuada de 
forma similar ao descrito para a análise RAPD, à excepção da percentagem de gel de 
agarose que para a análise de alguns marcadores foi de 3% ou 4% (p/v).   
 
2.4.4 - Análise CAPS (“Cleaved Amplified Polymorphic Sequence”) 
 
Nos casos em que os primers SCAR amplificaram fragmentos de DNA monomórficos 
entre os progenitores, procedeu-se ao corte destes fragmentos com bulks de enzimas de 
restrição. Os cortes enzimáticos foram realizados com o intuito de gerar marcadores 
CAPS polimórficos. 
 
As enzimas de restrição (Fermentas – Life Sciences) foram organizadas em “bulks” 
tendo em conta o tampão de reacção que estas necessitam, conjugado com a temperatura 
e tempo de incubação específicos para cada uma. A constituição dos bulks encontra-se 
descrita na Tabela 2.2. 
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Tabela 2.2 - Composição dos bulks de enzimas. 
Bulks de enzimas Enzimas de restrição 
Bulk I 
Alu I 
RSA I 
Bulk II 
Bcu I 
Nhe I 
Hinc II 
Bsu 15I 
Bulk III 
Bfu I 
Mlu I 
Not I 
Mbo I 
 
Para proceder às reacções de corte adicionou-se 1µl de produto de PCR (quantidade que 
pode variar consoante a intensidade do fragmento amplificado), 0,15 µl de cada enzima 
(10U), 3 µl ou 6 µl de tampão (10x) consoante as necessidades das enzimas (1x ou 2x, 
respectivamente), perfazendo até ao volume total de 30 µl com água MilliQ esterilizada. 
As reacções enzimáticas foram incubadas a 37ºC durante pelo menos 1hora e 30 
minutos (condições que podem variar consoantes as especificações das enzimas). Após 
a incubação, as misturas reactivas foram precipitadas com 3 volumes de etanol 100% 
gelado e incubadas a -20ºC “over-night”. Após a incubação a frio, centrifugaram-se a 
4ºC, durante 15 minutos a 14 000 r.p.m.. Após secagem à temperatura ambiente o 
“pellet” foi ressuspenso em 10 µl de água MilliQ esterilizada e adicionou-se 1 µl de 
tampão com azul de bromofenol. Os fragmentos derivados dos cortes enzimáticos foram 
avaliados por electroforese em gel de agarose 3% (p/v), nas condições anteriormente 
descritas para este tipo de géis. 
 
2.4.5- Análise AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism) 
 
As análises AFLP foram realizadas utilizando os kits “AFLPTM Analysis System I e II” 
produzidos e comercializados pela Life Technologies, Invitrogen. Todo o processo de 
restrição, ligação dos adaptadores, pré-amplificação e amplificação foi efectuado 
seguindo os procedimentos estandardizados do fabricante (Vos et al., 1995). As 
amostras de DNA dos progenitores e dos indivíduos pertencentes aos bulks de DNA 
(BSA), foram digeridas pelas enzimas de restrição EcoRI (5’ – G↓AATTC – 3’) e MseI 
(5’ – T↓TAA – 3’). Os fragmentos de DNA obtidos na digestão, foram então ligados a 
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adaptadores específicos e posteriormente pré-amplificados com os primers EcoRI+A e 
MseI+C (Tabela 3.4). 
 
Tabela 2.3 - Sequência nucleotídica dos adaptadores e dos primers de pré-amplificação AFLP. 
Adaptador EcoR I 5’ – CTCGTAGACTGCGTACC – 3’ 3’ – CATCTGACGCATGGTTAA – 5’ 
Adaptador Mse I 5’ – GACGATGAGTCCTGAG TACTCAGGACTCAT – 5’ 
Pré-amp. primer EcoRI +A 5’ – GACTGCGTACCAATTCA – 3’ 
Pré-amp. primer MseI +C 5’ – GATGAGTCCTGAGTAAC – 3’ 
 
Foram testadas duas combinações de primers, a combinação E-AA/M-CTG e a 
combinação E-AA/M-CAA, por “Bulked Segregant Analysis”. Para detecção por 
autorradiografia, os primers EcoRI foram marcados na extremidade 5’ com 
radioactividade, por transferência de [γ33P] ATP a 370 MBq/ml (10 mCi/ml) 
(Amersham Biosciences), segundo o protocolo descrito no kit pelo fabricante 
(Invitrogen). 
 
Os produtos amplificados foram separados em condições desnaturantes, por 
electroforese em gel de poliacrilamida (7.5 M de ureia, TBE 1x e 6% de poliacrilamida 
(Page I SGS, Long Range, Cambrex Bio Science), polimerizado com 3,3 mM APS e 
0,07% TEMED), em tina vertical a 45W durante 2 horas e 30 minutos. Posteriormente 
os géis foram secos a 80ºC durante 1hora sobre papel 3MM (Whatman), sob vácuo num 
secador de géis e postos em contacto com uma chapa de raio X (X-OMAT AR5, 
Kodak), durante 24 – 72 horas, dependendo do sinal radioactivo. As chapas foram 
reveladas com revelador e fixador Kodak GBX. 
 
2.4.5.1 - Purificação e clonagem das bandas provenientes da análise AFLP 
 
Após o período de exposição, as chapas autorradiográficas e os géis foram perfurados 
simultaneamente em diferentes pontos antes de serem retirados das cassetes, para 
marcar a sua posição relativa de modo a posição exacta. Após observação das auto-
radiografias em mesa de luz branca, as bandas polimórficas entre os bulks, foram 
alinhadas com o respectivo gel de poliacrilamida, e com auxílio de um alfinete 
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delimitaram-se as tiras de gel correspondentes ao polimorfismo encontrado. Em 
seguida, estas foram cortadas com um bisturi e submersas em 50µl de TE (10 mMTris e 
0,1mM EDTA, pH 8) a 4ºC, durante a noite.  
 
Os fragmentos polimórficos foram re-amplificados com as combinações de primers que 
lhes deram origem. A reacção de amplificação foi realizada para um volume de 50µl, 
contendo tampão Taq 1x, 1,67mM de MgCl2, 0,13mM de dNTP’s, 0,03 U de Taq 
polimerase, 27,8 ng de primer EcoRI, 26,8 ng de primer MseI e 5 µl de amostra de 
DNA. O termociclador Biometra (T-Gradient), foi programado para um ciclo inicial de 
3 minutos a 94ºC, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 50ºC e 1 
minuto a 72ºC, terminando com uma extensão final de 10 minutos a 72ºC, e os produtos 
de PCR resultantes foram purificados utilizando o kit Perfectprep®Gel Cleanup da 
Eppendorf. 
 
Uma alíquota do DNA purificado, foi analisada por electroforese em gel de agarose 
1,4% (p/v), com o objectivo de confirmar o tamanho dos fragmentos purificados e a 
qualidade da purificação. 
 
A ligação dos produtos de PCR purificados no vector “pGEM®-T-Easy” (Promega) foi 
realizada na presença de T4 DNA ligase  over-night a 4ºC, segundo o protocolo 
“pGEM®-T-Easy and pGEM®-T-Easy Vector Systems” (Promega), utilizando a mistura 
reactiva descrita na Tabela 2.3. Este vector contêm o gene lacZ, cuja sequência ao ser 
interrompida pela ligação do “insert”, torna o gene inoperacional permitindo proceder à 
selecção branco (transformadas) /azul (não transformadas) das colónias na presença de 
ß – galactosidase, de IPTG e do substrato X-gal.  
 
Tabela 2. 4- Composição da mistura reactiva para a clonagem dos fragmentos de DNA. 
Mistura reactiva Reacção 
normal 
Controlo 
positivo  
Controlo 
padrão 
2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA ligase 5 µl 5 µl 5 µl 
“pGEM®-T-Easy Vector” (50ng) 1 µl 1 µl 1 µl 
Produto PCR 3 µl - - 
“Control insert DNA” - 2 µl - 
T4 DNA ligase (3U/ml) 1 µl 1 µl 1 µl 
Água MilliQ esterilizada - 1 µl 3 µl 
Total 10 µl 10 µl 10 µl 
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2.4.5.2 – Transformação de bactérias E.coli XL1blue MRF’ por choque 
térmico 
 
Para a transformação de bactérias utilizou-se 5 µl de produto da reacção de ligação que 
foi adicionado a 50 µl de células competentes E.coli XL1blue MRF’, mantidas em gelo, 
e misturou-se suavemente. Incubou-se a mistura durante 20 minutos em gelo e ao fim 
desse tempo transferiu-se rapidamente a mistura para o banho-maria a 42ºC durante 90 
segundos, transferindo-se de seguida para o gelo durante 2 minutos. Após este tempo, 
adicionou-se 900 µl de meio SOC à temperatura ambiente e incubou-se durante 1 hora a 
37ºC sob agitação. 
 
Plaquearam-se 100 µl de cada cultura de transformação em placas de Petri, preparadas 
previamente com meio sólido LB, ampicilina (50µg/ml), tetraciclina (25 µg/ml), IPTG e 
X-Gal, e incubaram-se “over-night” a 37ºC. 
 
2.4.5.3 – Selecção e confirmação de transformantes 
 
A selecção das colónias que continham o vector de clonagem realizou-se tendo por base 
a resistência à ampicilina que é conferida pelo gene de resistência presente no vector de 
clonagem. Para diferenciar as colónias que continham o plasmídeo com o fragmento 
inserido das que continham o plasmídeo sem o fragmento inserido observou-se a 
coloração das colónias, branca (com “insert”) e azul (sem “insert”).  
 
A confirmação das colónias que continham o “insert” de interesse realizou-se através de 
amplificação PCR, directamente das colónias seleccionadas, utilizando os primers que 
deram origem aos fragmentos de interesse. Para tal, picou-se a colónia e transferiu-se 
para tubos PCR, onde se adicionou a restante mistura reactiva. 
 
A presença e a dimensão esperada dos “inserts” clonados, foi avaliada em electroforese 
em gel de agarose 1,5% (p/v). 
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2.4.5.4 – Purificação dos plasmídeos 
 
A purificação dos plasmídeos contendo o fragmento de interesse foi realizada através do 
método de lise alacalina (Sambrook et al., 1989). Para a realização deste método as 
colónias foram cultivadas “overnight” em 10 ml de meio LB com ampicilina, a 37ºC 
sob agitação, até atingirem a densidade óptica adequada (DO600=1.5 a 2). Quando tal 
aconteceu, centrifugaram-se os 10 ml de cultura bacteriana a 4000 rpm, durante 10 
minutos a 4ºC. Após a centrifugação, descartou-se cuidadosamente o sobrenadante, e 
ressuspendeu-se o “pellet” em 200µl de solução I (50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCl e 
10 mM EDTA, pH 8.0) arrefecida em gelo usando o vortex. A mistura foi então 
transferida para um tubo “eppendorf” esterilizado e adicionou-se 400µl de solução II 
(0.2 N NaOH e 1% SDS) preparada no momento, misturaram-se as soluções invertendo 
o tubo cinco vezes e guardou-se em gelo. Adicionou-se 300µl de solução III (5 M de 
Acetato de Potássio, Ácido acético glacial e água) arrefecida em gelo e com o tubo 
invertido, misturaram-se as soluções usando o vortex durante 10 segundos, guardando-
os de imediato em gelo durante 5 minutos. Centrifugou-se a frio (13000 rpm, 5 minutos 
a 4ºC), o sobrenadante transferiu-se para um tubo arrefecido, adicionou-se RNase A, a 
uma concentração final de 250 µg /ml e incubou-se em estufa a 37ºC durante 30 
minutos. Após a incubação, adicionou-se igual volume de uma solução de fenol:chisam 
e centrifugou-se a frio (13000 rpm, 2 minutos a 4ºC) o sobrenadante foi transferido para 
um novo tubo “eppendorf” arrefecido, adicionou-se igual volume de chisam seguindo-
se nova centrifugação, e voltando a transferir o sobrenadante para um novo tubo 
“eppendorf”. Para a precipitação do DNA adicionou-se dois volumes de etanol à 
temperatura ambiente, misturou-se usando o vortex, deixou-se repousar em gelo 10 a 15 
minutos. Centrifugou-se a frio (13000 rpm, 10 minutos a 4ºC), descartou-se o 
sobrenadante e deixou-se secar o “pellet”. Após a secagem, o “pellet” foi lavado com 1 
ml de etanol fresco (75%), removendo o sobrenadante como referido anteriormente. 
Quando o “pellet” secou, ressupendeu-se em 50 µl de água MilliQ esterilizada e 
conservou-se a -20ºC.  
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2.5 - Construção do mapa genético 
 
A segregação dos marcadores foi analisada através da fotografia dos géis de agarose, e 
os dados introduzidos num ficheiro Excel de acordo com a nomenclatura utilizada pelo 
software JoinMap 3.0 (van Ooijen and Voorrips, 2001):  
 
A: Homozigótico para o progenitor susceptível (CrGC) 
B: Homozigótico para o progenitor resistente (Couve Algarvia) 
H: Heterozigótico 
C: Não homozigótico para o progenitor susceptível (CrGC) 
D: Não homozigótico para o progenitor resistente (Couve Algarvia) 
- : Genótipo desconhecido 
 
A análise de ligamento entre os marcadores e a ordenação dos marcadores em cada 
grupo de ligamento foi efectuada com o programa JoinMap 3.0. A concordância entre o 
padrão de segregação observado em cada marcador e o padrão de segregação esperado 
mendeliano (3:1, no caso de marcadores dominantes e de 1:2:1, no caso de marcadores 
codominantes), foi determinada através do teste estatístico do qui quadrado (χ2). Os 
grupos de ligamento foram estabelecidos com um LOD ≥ 2, e as distâncias genéticas 
entre os marcadores foram calculadas usando a função de Kosambi (1944), em 
centiMorgans (cM).  
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Figura 3.1 - Mapa genético de Brassica oleracea , composto por nove grupos de ligamento principais (LG_1-LG_9) e oito secundários (A-H). Note-se que no grupo de ligamento 3 (LG3) se encontra mapeado 
o gene de resistência ao míldio em brócolo Pp523. A azul encontram-se os marcadores seleccionados para serem testados por BSA para eventual ligação ao gene PpALG1.
 (Adaptado de Farinhó et al., 2004) 
AAG.CAA_125++0.0
AAG.CAA_345++1.5
AA.CAT_204+
AT.CTA_118+11.1
AAG.CAA_14216.9
OPF.01_280027.9
AT.CAC_16629.4
AC.CAA_82029.6
ACC.CTT_13734.7
ACA.CAA_11436.0
AT.CAC_39038.2
AT.CTA_29350.4
AT.CTT_41553.8
BN12A_A++79.5
AAG.CAC_280y94.0
ISSR.07_1700y98.3
AAG.CAA_330y
OPB.15_520y101.2
sORA43101.5
AG.CAT_750102.5
AGG.CTC_740103.0
AGC.CTA_485y103.3
AAG.CTA_425y
AA.CAT_800y
AA.CAT_730y
ACA.CAG_690y
AAC.CAA_143y
AGC.CAG_163
103.4
AGC.CTA_143103.6
AA.CAT_770
AAG.CAA_080103.9
AA.CAG_143
AAG.CTA_183104.0
AAC.CAA_217104.2
AG.CAT_440
AAC.CAA_580104.3
AT.CTT_500
AAC.CAA_238
ISSR.27_410
AAG.CAA_300
104.9
ISSR.17_1150105.8
AGG.CTC_102y109.2
ISSR.07_2000110.9
OPF.04_1550114.2
AA.CAG_350119.2
LG_1
AGC.CAG_310y0.0
OPD.02_60014.0
AAG.CAA_30917.7
OPR.08_650y++18.7
AG.CAT_69020.5
AA.CAG_18221.4
sORA21b_Ay +21.9
AGC.CTA_235y22.2
ISSR.24_510
ISSR.24_67022.5
ISSR.09_480y+22.8
ISSR.17_300y+23.2
AT.CTT_332
AAG.CTC_70023.3
AT.CTA_33023.4
AAG.CTA_500+
AAG.CTA_750+23.6
AT.CTT_10023.8
AG.CAT_350y++24.0
ACA.CAG_55025.3
AT.CTA_580y25.8
ISSR.01_120026.2
AAG.CTC_800y26.7
OPR.13_90027.3
ISSR.24_725y+28.0
AT.CTT_480y+29.8
AA.CAT_320y+31.1
AAG.CAC_440
AAG.CAC_840
AAG.CAC_820
31.8
AGG.CTC_42534.3
AAG.CTC_43034.8
AG.CAT_56036.0
AA.CAG_282y+38.0
AAG.CTC_480/488y38.4
AAG.CTC_15840.6
AG.CAT_297y42.4
AGC.CTA_490y43.7
Flower45.9
AA.CAG_270y+46.9
AT.CAC_212y++49.9
ISSR.23_500y54.2
AAC.CAA_720y++66.1
AG.CAT_160y80.7
AG.CAT_265y++109.6
LG_2
AC.CAA_3750.0
OPF.10_1900y8.7
ISSR.07_550+11.1
ACC.CTT_160y13.0
OPF.02_420y15.2
AAG.CAA_900y+17.4
AC.CAA_210y18.6
AGC.CAG_153y
AGC.CTA_81y18.8
AC.CAA_95y
ACA.CAG_202y18.9
ACA.CAA_205y19.0
AG.CAT_850y+19.2
sORA21b_C19.3
AT.CTT_233y19.5
AAG.CAA_31020.2
ACA.CAA_137y20.5
ACA.CAA_57021.0
AC.CAA_75021.6
AC.CAA_140y+21.7
ISSR.23_790y
AAG.CAA_65022.6
AG.CAT_790
ACA.CAG_269
AA.CAG_620
AT.CTT_600
22.7
AT.CAC_20523.0
AT.CTA_11423.2
AC.CAA_10423.6
ACA.CAA_25624.4
OPF.02_60025.1
ACC.CTT_33826.8
AAG.CTC_90028.1
ACA.CAA_168y30.2
AAG.CTC_580y32.3
ISSR.23_1950+36.4
AA.CAG_304y40.7
ISSR.17_740y46.9
AG.CAT_178+47.5
AGG.CAT_177+51.2
ISSR.27_48055.2
AGC.CAG_226+57.8
AGC.CAG_228y++59.1
AAG.CAA_138y66.2
ISSR.01_79066.4
ACC.CTT_42074.7
LG_4
ISSR.09_420y+0.0
ACC.CTT_1224.6
AAG.CAC_350
AAG.CAC_085
AAG.CAC_190
7.0
AAG.CAC_360y12.0
ACC.CTT_145
ACC.CTT_30014.9
ACC.CTT_44015.1
ACC.CTT_144/142y15.5
AT.CAC_10417.9
ACA.CAG_21118.8
AT.CAC_31819.2
AG.CAT_11119.4
AGG.CTC_650
OPF.10_600
OPY.16_720
AAG.CTA_230
AAG.CTA_287
AT.CTA_178
AT.CTT_168y
AAC.CAA_50019.9
AAC.CAA_26120.6
AG.CAT_19820.8
AT.CAC_60021.0
AAG.CTC_330y21.1
ISSR.03_60021.4
AAC.CAA_265y
AAG.CTA_290y
AAG.CAA_115y
ISSR.27_540y
AAG.CTA_520y
AT.CAC_187y
ACA.CAA_590y
AG.CAT_311y
ACA.CAG_153y
AT.CTT_226y
21.9
AGC.CAG_390y
AGC.CAG_145y22.0
BN83b122.4
AGG.CAT_310y22.8
AGG.CAT_19823.4
AT.CAC_105y23.8
OPR.08_29024.5
AT.CTT_241y25.3
AT.CTT_21826.4
AT.CAC_186y
AG.CAT_580y26.7
AAG.CAA_19029.5
AGG.CAT_191y30.3
ISSR.07_300++32.0
ISSR.32_90035.4
AAG.CAA_27036.9
AT.CTA_41038.6
ISSR.11_275y++38.9
AT.CTA_435y48.5
AGC.CAT_128y++55.6
LG_5 LG_6
OPD.02_4700.0
AAG.CTA_169y9.1
AAG.CAC_300y+17.0
AGC.CTA_20318.1
AG.CAT_47018.9
ISSR.27_1110y19.0
AT.CTT_334y20.3
AT.CTA_510y
AA.CAG_85y22.5
ACC.CTT_780y23.6
AAC.CAA_600+24.7
AGG.CTC_435y25.8
OPD.02_900y26.4
ACC.CTT_720++27.5
ISSR.14_1950y27.7
ISSR.24_190y28.1
AGC.CAG_150y
AGC.CAG_146y28.3
AA.CAT_1150++28.4
AA.CAG_296y28.5
AA.CAG_570y28.7
ACA.CAA_304y29.1
ACA.CAA_296y
OPD.08_1400+29.4
AT.CTT_214y29.7
ISSR.12_1350y29.8
AC.CAA_298y30.1
ISSR.23_1500+31.3
AGC.CTA_185++32.3
AA.CAT_750y32.5
AT.CTA_900++32.6
AT.CTA_575++33.0
OPD.08_1050++
AAG.CTA_285++
ACA.CAG_178++
33.4
OPD.03_1800++34.9
AG.CAT_333+35.2
AA.CAG_810++35.7
AGG.CTC_077++37.6
ACA.CAG_395+39.4
AC.CAA_170y++42.2
AAG.CAC_170y++
AAG.CAC_260++44.9
ISSR.17_390+46.7
ISSR.17_9200.0
AA.CAG_0913.8
ISSR.05_410+5.7
AAG.CAC_153/140y7.7
AAG.CAC_375y8.1
AGG.CAT_289y14.3
ISSR.03_75015.7
AG.CAT_290y18.2
AAG.CAA_155y19.0
AT.CTT_28019.2
AAC.CAA_175y20.0
ISSR.09_510y20.4
AT.CTA_110y
AGC.CAG_19420.9
AA.CAG_19421.6
AAG.CTC_114y22.3
ACA.CAG_157y
ACA.CAG_155y
AGC.CTA_85y
AT.CTA_280y
AA.CAG_290y
22.4
AT.CTT_104y
ISSR.01_135022.5
AT.CAC_450y23.3
AGC.CAG_20523.7
AA.CAG_204
AA.CAG_287
AGC.CAG_288
24.3
AGG.CTC_360
AA.CAT_490
AG.CAT_24924.9
AT.CTA_28725.4
AAG.CTA_12725.5
AG.CAT_51025.7
AT.CTT_26126.2
AGC.CTA_19226.6
AAC.CAA_760y27.2
AA.CAG_225y
AGC.CTA_100y28.4
AT.CTA_28229.4
ISSR.27_95031.7
AAG.CTC_193y33.2
ISSR.07_125037.3
ISSR.27_25042.3
LG_7
AA.CAT_5700.0
AT.CAC_1394.7
AGC.CTA_2276.9
AAG.CAC_14921.1
A
ACA.CAA_113y0.0
AT.CTA_294y14.3
B
AGG.CTC_247y++0.0
AGC.CAT_144y11.8
C
AGC.CTA_286y0.0
AT.CTT_620y9.7
D
AA.CAT_5680.0
AT.CAC_1247.9
E
ACC.CTT_282
ACC.CTT_2600.0
ACC.CTT_1954.8
F
AAG.CAA_560
ISSR.14_11000.0
3.4
G
OPP.17_710
OPP.17_580y0.0
H
OPC.14_9500.0
AAG.CAC_320y4.3
AC.CAA_320+7.2
AAG.CAA_1588.9
AAG.CAA_105y10.1
AT.CTA_18711.4
AGC.CAG_085+12.3
AGG.CAT_107y13.5
AC.CAA_260y15.5
AG.CAT_410+15.8
AA.CAG_242y16.4
AT.CTA_355y17.0
AAG.CAA_500y17.4
AG.CAT_107y
AGC.CTA_750y17.7
ACA.CAA_220y18.4
OPC.04_850+18.8
ISSR.32_595y19.5
AT.CAC_302+20.5
ACA.CAA_318+21.9
AT.CTA_
AGC.CAG_330+22.0
AT.CAC_435+
AG.CAT_236+22.1
ACA.CAA_385y23.5
AGC.CTA_77y24.4
AAC.CAA_680+25.3
AAG.CAC_340+27.0
AGC.CAG_09335.9
sORA21b_By37.6
AA.CAG_09240.1
LG_8LG_3
OPJ.19_550
AAG.CTA_1130.4
Pp5232.1
AAC.CAA_12002.7
AGC.CAT_3004.7
AT.CTA_133/134y7.8
AA.CAG_450++17.9
AAG.CAA_14418.4
ISSR.32_48021.0
ISSR.32_46021.3
AT.CAC_12838.7
ISSR.17_56042.6
AGC.CAG_18445.6
ISSR.07_29047.8
AGG.CAT_21548.7
ACC.CTT_226
ACC.CTT_155/157y50.8
AT.CTT_44554.5
AGG.CTC_14654.6
AGC.CAG_500
OPF.10_1031
AAG.CTC_277
AGG.CTC_276
54.7
ACA.CAG_28454.9
AA.CAT_70055.0
AAC.CAA_42055.1
AG.CAT_21655.2
AAG.CTC_262
AA.CAG_18356.9
AGC.CAG_51057.8
AGC.CAG_26557.9
ISSR.04_1000
AAG.CAA_96
AA.CAT_1050
58.0
ACA.CAA_34059.0
AGG.CTC_261+61.1
AAG.CTA_087+61.9
AGG.CTC_149+62.1
ACA.CAA_230+62.7
AAG.CAC_21569.8
OPR.15_920
0.0
OPK.17_980
y
OPAE.15_98012.7
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y+
OPT.15_470+66.1
OPF.01_825+73.2
AAG.CAC_270y0.0
AAG.CAC_720y3.6
ACC.CTT_200y12.0
OPP.09_790+13.0
AT.CTA_227y13.4
ACC.CTT_198+13.7
ISSR.17_1000y14.9
OPJ.19_170015.0
AT.CAC_280
AAG.CTA_37515.3
AAG.CAA_60015.4
AAC.CAA_1000y
AT.CTA_345+15.8
ACC.CTT_292+16.1
AT.CAC_270y16.2
AT.CTA_480/470y16.8
AA.CAG_690y17.4
OPJ.19_1450
AGG.CTC_09817.7
ISSR.04_260+18.7
AT.CAC_500y
AT.CAC_470y19.0
ACA.CAA_326y19.6
AA.CAG_303y20.2
nga22.1
23.3
AAG.CAA_16124.2
AGG.CAT_251y26.5
AC.CAA_330y++30.2
AA.CAG_490y34.9
ISSR.06_700+39.8
LG_9
AAC.CAA_515y
OPD.03_73032.5
OPT.15_1800y89.9
OPJ.18_105092.7
OPB.15_1900107.1
OPB.15_950y109.0
OPC.04_110019.5
OPP.12_380+28.7
OPC.04_119015.9
OPAE.15_920y+16.8
OPC.14_100025.6
OPF.04_95038.1
OPF.04_51011.3
OPR.15_280
OPJ.19_1100
19.8
OPR.15_1300y
21.8
OPR.15_1150y37.4
OPR.15_1100+44.6
OPP.09_125014.4
OPP.09_470y+24.9
OPJ.18_580y27.0
OPD.03_1500y31.6
OPC.14_1500y33.3
OPV.14_800++36.4
OPV.14_510y39.7
OPD.03_990y17.5
OPP.12_70024.4
Resultados 
 
41 
 
3 - Resultados 
3.1 - Identificação de marcadores ligados ao gene de resistência ao míldio 
Pp523 
 
Para iniciar a identificação de marcadores ligados ao gene de resistência ao míldio em 
Couve Algarvia, PpALG1, utilizamos o mapa genético de Brassica oleracea, 
desenvolvido no Laboratório de Genómica e Melhoramento Genético (Farinhó et al, 
2004) no qual seleccionamos vários marcadores moleculares ao longo dos nove grupos 
de ligamento principais (Fig. 3.1. e Tab. 3.1). 
 
Para evitar a análise de segregação de todos marcadores seleccionados na população F2 
(Algarvia x CRGC) estes foram, numa primeira fase, testados em dois “bulks” de DNA 
genómico, um “bulk” de DNA de plantas resistentes e um segundo “bulk” de DNA de 
plantas susceptíveis, seguindo uma estratégia de “Bulked Segregant Analysis” (BSA) 
(Michelmore et al., 1991).  
 
Tabela 3.1 - Marcadores RAPD seleccionados dos nove grupos de ligamento principais do mapa genético de 
B.oleracea (Farinhó et al., 2004), para serem testados em Couve Algarvia, grupos de ligamento onde se encontram 
mapeados e primers que os geraram. 
Primer Marcadores Grupo de ligamento Primer Marcadores 
Grupo de 
ligamento 
OPAE15 OPAE15980 LG3 
OPJ19 
OPJ191700 LG9 OPAE15920y LG4 OPJ191450 
OPB15 OPB151900 LG1 OPJ191100 LG5 OPB15950y OPJ19550 LG3 
OPC04 
OPC041100 LG2 OPK17 OPK17980 LG3 
OPC041190 LG4 
OPP09 
OPP091250 LG6 
OPC04850 LG8 OPP09790 LG9 
OPC14 
OPC141000 LG4 OPP09470y LG6 
OPC141500y LG6 OPP12 OPP12700 LG7 OPC14950 LG8 OPP12380 LG2 
OPD03 
OPD03703 LG1 
OPR15 
OPR151100 
LG5 OPD031500y LG6 OPR15280 OPD03990y LG7 OPR151300y 
OPF04 
OPF041550 LG1 OPR151150y 
OPF04950 LG4 OPT15 OPT15470 LG3 OPF04510 LG5 OPT151800y LG1 
OPJ18 OPJ181050 LG1 OPV14 OPV14800 LG6 OPJ18580y LG6 OPV14510y 
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Esta análise prévia permitiu identificar o marcador RAPD OPJ19550 que amplificou no 
“bulk” de DNA de plantas resistentes e se encontrava ausente no “bulk” de DNA de 
plantas susceptíveis. Este marcador foi em seguida analisado em toda a população F2, 
apresentando-se ligado ao gene PpALG1 com o qual exibe uma frequência de 
recombinação de 0,251.  
 
O marcador RAPD OPJ19550 tinha sido previamente identificado (Farinhó et al, 2004) 
em estreita ligação ao gene Pp523, que confere resistência ao míldio em brócolo, e mais 
tarde transformado (Farinhó et al., 2007) no marcador co-dominante CAPS ScJ19/PagI 
que se encontra localizado a 1.1 cM deste gene de resistência. 
 
Tendo-se verificado que o marcador co-dominante CAPS ScJ19/PagI se apresentava 
polimórfico entre os progenitores Couve Algarvia e CrGC (Fig. 3.2a), este foi em 
seguida analisado em todos os indivíduos da população F2 (Fig. 3.2b). Este marcador 
encontra-se ligado ao gene PpALG1 com uma frequência de recombinação de 0,226. 
 
 
 
 
 
Tendo por base esta análise preliminar, a procura de marcadores polimórficos adicionais 
ligados ao gene de resistência PpALG1 focou-se no grupo de ligamento 3 do mapa 
genético de B. oleracea (Fig. 3.3). Neste grupo de ligamento foram seleccionados 5 
marcadores RAPD, 4 marcadores ISSR e 2 marcadores STS derivados de marcadores 
AFLP, para serem analisados inicialmente nos progenitores, Couve Algarvia e CrGC, e 
nos dois “bulks” de DNA genómico. 
M   PR   PS
a)
b)
M    1     2      3      4      5      6    7    8      9     10    11     12    13    14    15    16    17    18     19    20    21
Figura 3.2 - Padrão molecular do marcador CAPS ScJ19/PagI nos progenitores (a) e em alguns indivíduos da 
população (b). PR- Couve Algarvia, PS- CrGC, 1-21- Indivíduos da população F2 e M- Marcador molecular de 100 
pb.(gel de agarose 3% (p/v))  
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Da análise dos marcadores RAPD OPF01825, OPF101031, OPK17980, OPT15470 e 
OPAE15980, o marcador OPT15470 foi identificado como polimórfico entre os dois 
“bulks” de DNA. Os primers OPT15 e OPF01 amplificaram um novo marcador 
polimórfico cada, OPT15980 e OPF01820, respectivamente, tendo sido avaliados nos 97 
indivíduos da população segregante (69 indivíduos resistentes e 28 indivíduos 
susceptíveis), juntamente com o marcador OPT15470. No entanto, não se confirmou a 
ligação de qualquer um dos três marcadores ao gene PpALG1. 
 
Dos dois marcadores STS derivados de marcadores AFLP testados nos progenitores, 
ScAAC.CAA340 e ScAAG.CTA113y, apenas o primeiro se apresentou polimórfico, e com 
segregação dominante, encontrando-se ligado ao gene de interesse com uma frequência 
de recombinação de 0,246. 
 
Figura 3.3 - Grupo de ligamento 3 do mapa genético de B. oleracea, onde se encontra mapeado o gene de resistência 
ao míldio em brócolo, Pp523. A azul encontram-se identificados os marcadores seleccionados para serem testados em 
Couve Algarvia. Note-se que este grupo de ligamento se encontra mais saturado que o publicado por Farinhó et al., 
2004, uma vez que tem sofrido constantes actualizações. 
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Os marcadores ISSR7290y, ISSR17560, ISSR32480y e ISSR32460 foram avaliados nos 
progenitores e nos “bulks” resistentes e susceptíveis. Dos quatro marcadores, apenas se 
identificou como polimórfico entre os bulks o marcador ISSR32480y, no entanto a sua 
segregação apresentou-se de difícil análise nos indivíduos que constituem os bulks, 
decidindo-se não avaliar este marcador na restante população segregante. 
 
3.2 - Análises de primers STS derivados da sequência de BAC ends  
 
Anteriormente, com base na sequência dos marcadores OPK17980, ScJ19/PagI, ScR15 e 
AGC.CAT300 estreitamente ligados ao locus de resistência Pp523 cuja distribuição no 
genoma de B. oleracea apresenta sintenia com a distribuição de sequências homólogas 
dos genes At1g0122, At1g01620, At1g01540 e At1g07420 no genoma de Arabidopsis 
thaliana, foram desenhadas sondas “overgo” utilizadas para “screening” de duas 
bibliotecas genómicas de Brassica oleracea do laboratório Plant Genome Mapping 
Institute, University of Georgia (EUA). Deste “screening” e de similar screening 
efectuado com dezenas de sondas “overgo” desenhadas com base em sequências de 
genes de Arabidopsis da mesma região genómica resultou a selecção de 96 clones BAC 
entretanto alinhados, por análise de restrição, num contig que abarca a região genómica 
correspondente à região que delimita o locus Pp523 (Leitão et al., dados não 
publicados) (Fig 3.4). 
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Figura 3.4 – Contig composto por 96 clones BAC, que aparentemente abrangem a região genómica do locus Pp523. 
Os clones BACs que apresentam a mesma cor encontram-se ligados entre si por análise de restrição. Na parte inferior 
encontram-se as sequências utilizadas para desenhar sondas para o screening das bibliotecas genómicas de Brassica 
oleracea BoCig e BoTo1. 
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As sequências terminais da maioria dos BACs pertencentes a este contig foram 
entretanto obtidas e depositadas na base de dados pública do NCBI ( www.ncbi.nih.gov) 
com os códigos de entrada ET051994-ET052047 e FI569200-FI569243, e com base 
nestas sequências foram desenhados pares de primers para as transformar em 
marcadores STS. 
 
Utilizando os progenitores, Couve Algarvia e CrGC foram testados 88 pares de primers 
STS derivados de BAC ends (Fig. 3.5) (Anexo III). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nos casos em que se identificaram marcadores polimórficos entre os progenitores, estes 
foram avaliados em alguns indivíduos resistentes e susceptíveis, de modo a constatar se 
aparentavam alguma ligação ao gene PpALG1. Foram identificados 8 marcadores 
polimórficos, cinco dominantes: ScBF8300y, ScAH9610y, ScBA8720y, ScAA4544y e 
ScAD10800y; e três co-dominantes: ScAG12, ScAG10 e ScAF7. A análise prévia destes 
marcadores nos indivíduos constantes dos “bulks” de DNA revelou que os marcadores 
ScAD10800y e ScAA4544y não de encontravam ligados ao gene de interesse. O marcador 
ScAH9610y foi excluído da análise dado ser muito difícil de analisar.  
 
Os marcadores que aparentavam ligação ao gene PpALG1 foram então analisados em todos 
os indivíduos da população. Constatou-se então, que os marcadores ScAF7 e ScAG12 não 
se encontravam ligados ao gene de interesse, encontrando-se no entanto ligados entre si 
com uma frequência de recombinação de 0,040. 
 
Figura 3.5 - Amplificação do DNA dos progenitores com primers STS derivados de BAC ends. PR- Couve Algarvia, 
PS- CrGC e M- Marcador molecular de 100 bp (gel de agarose 2% (p/v)). 
PR   PS   PR   PS   PR   PS  PR   PS   PR  PS
ScBF8 ScBF5 ScAF4 ScBF11 ScAF8
M
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Os restantes marcadores, ScBA8720, ScBF8300y e ScAG10, encontram-se ligados ao gene 
PpALG1. Os dois primeiros marcadores apresentam frequência de recombinação nula com 
o gene de resistência por se encontrarem ligados a este em repulsão, enquanto o marcador 
ScAG10 se encontra ligado ao gene de interesse com uma frequência de recombinação de 
0,221. 
 
Tendo por objectivo a obtenção de marcadores polimórficos a partir de marcadores 
monomórficos STS estes últimos foram submetidos a cortes com enzimas de restrição de 
forma a convertê-los em marcadores CAPS. 
 
Para os cortes enzimáticos foram testados 18 marcadores monomórficos utilizando três 
“bulks” de enzimas de restrição diferentes, que originaram dois marcadores CAPS 
derivados dos marcadores ScBF11 (Fig. 3.6a) e ScAG11.  
 
As enzimas que constituíam os “bulks” que originaram os marcadores polimórficos 
foram testadas por separado, de modo a identificar a(s) enzima(s) responsável (eis) pelo 
polimorfismo de interesse. Constatou-se que duas enzimas, AluI e RSAI, identificavam 
polimorfismos no marcador ScBF11 (Fig 3.6b) enquanto a enzima MboI identifica 
polimorfismos na sequência do marcador ScAG11.  
 
Da análise dos novos marcadores CAPS_ScBF11/RSAI e CAPS_ScAG11/MboI em 
alguns indivíduos resistentes e susceptíveis, verificou-se ser o segundo marcador de 
análise difícil nos indivíduos. O marcador CAPS_ScBF11/RSAI foi analisado em todos 
os indivíduos da população, no entanto concluiu-se que a sua avaliação de modo co-
PR    PS PR    PS PR    PS
Bulk I Bulk II Bulk III
ScBF5
PR    PS PR    PS PR    PS
Bulk I Bulk IIIBulk II
ScBF11M
a)
PR  PS PR  PS
Alu I RSA IM
b)
Figura 3.6 - Padrão do corte, com "bulks" de enzimas de restrição, de marcadores STS monomórficos (a) e teste das 
enzimas do “bulk”I, que deram origem ao polimorfismo observado no marcador ScBF11 (b). PR- Couve Algarvia, 
PS- CrGC, BulkI-III- “Bulks” de enzimas de restrição e M- Marcador molecular de 100 bp (gel de agarose 2% 
(p/v)). 
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dominate era difícil, dado não ser clara a distinção entre os indivíduos que apresentavam 
os dois alelos (um de cada progenitor) e os que apresentavam só o alelo do progenitor 
resistente, originando demasiadas falhas na avaliação. Decidiu-se então analisar o 
marcador CAPS_ScBF11/RSAI444y como dominante, não se conseguindo no entanto 
colmatar as falhas na avaliação, como tal decidiu-se retirar este marcador da análise. 
 
Recentemente foi mapeado no grupo de ligamento 3 do mapa genético de B. oleracea 
desenvolvido no LGMG, o marcador CAPS_AF5/BstXI. Este marcador foi amplificado 
nos progenitores (Couve Algarvia e CrGC) e a sua segregação avaliada em todos os 
indivíduos da população, apresentando uma segregação codominante similar à do 
marcador ScAF7, ao qual se encontra ligado com uma frequência de recombinação de 
0,072. Tal facto era esperado, uma vez que, estes marcadores se apresentam ligados, 
distanciados 2,2 cM, quando avaliados na população brócolo x CRGC.  
 
3.3 - Identificação de marcadores ligados ao locus de resistência PpALG1 
por “Bulked Segregant Analysis” (BSA) 
 
Paralelamente aos testes dos primers que já se encontravam mapeados no mapa genético 
do B. oleracea (Farinhó et al., 2004), foi utilizada a estratégia de “Bulk Segregant 
Analysis” (BSA) (Michelmore et al., 1991), com o intuito de se identificarem 
marcadores DNA estreitamente ligados ao locus de resistência PpALG1. Para tal, foram 
formados dois “bulks” de DNA, um constituído por 16 indivíduos resistentes (“bulk” 
resistente – BR) e outro constituído por 16 indivíduos susceptíveis (“bulk” susceptível – 
BS), pertencentes à mesma população F2 segregante. 
 
Com o objectivo de se identificarem marcadores polimórficos entre os “bulks” 
resistente e susceptível, foram testados 231 primers RAPD convencionais com 10 
nucleótidos (kits AA, AB, AC, AD, AE, AK, AL, AM, AN, AO, Z e primers OPY09-
Y19, da Operon Technologies, Inc) e 249 primers RAPD não convencionais com mais 
de 10 nucleótidos. Na Figura 3.8 podem ser observados alguns exemplos de padrões 
moleculares resultantes da amplificação com primers RAPD convencionais, em gel de 
agarose 2% (p/v). 
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Dos 231 primers RAPD convencionais testados, 202 amplificaram um total de 1400 
marcadores moleculares. Foram seleccionados 49 primers que aparentemente geraram 
marcadores polimórficos entre os “bulks” (Fig. 3.7) e que para confirmação foram 
novamente testados nos “bulks” e nos dois progenitores (Couve Algarvia e CrGC). Na 
amplificação de confirmação verificou-se que dos primers testados apenas 4 
amplificaram os polimorfismos anteriormente identificados, verificando-se nos restantes 
45 a presença ou ausência simultânea desses marcadores em ambos os “bulks”. Estes 4 
primers (OPAA11, OPAA18, OPAB04 e OPAL12) originaram 5 marcadores 
polimórficos confirmados: OPAA111010y, OPAA18400, OPAA18720, OPAB041450y e 
OPAL12900y. Na figura 3.8, encontra-se um exemplo do teste com o primer OPAA11 
nos progenitores e “bulks”, onde se pode observar a reconfirmação da amplificação do 
marcador polimórfico OPAA111010y, nos progenitores e nos dois “bulks” de DNA 
genómico.         
Figura 3.7 - Padrões moleculares resultantes da amplificação de vários primers RAPD nos "bulks" de DNA de plantas 
resistentes e de plantas susceptíveis. Note-se a similaridade de amplificação entre os dois “bulks” de DNA e a 
amplificação de três polimorfismos entre os “bulks” com os primers OPAM07, OPAL12 e OPAL15. BR – “Bulk” de 
DNA genómico de plantas resistentes, BS- “Bulk” de DNA genómico de plantas susceptíveis e M- Marcador 
molecular de 100 bp (gel de agarose 2% (p/v)). 
BR    BS BR    BS BR    BS BR    BS BR    BS BR    BS BR    BS
BR    BS BR    BS BR    BS BR    BS BR    BS BR    BS BR    BS
OPAM02 OPAM05OPAM03 OPAM04 OPAM06 OPAM07 OPAM08
OPAL18OPAL17OPAL16OPAL15OPAL14OPAL13OPAL12
M
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Figura 3.8 -Marcador polimórfico RAPD OPAA111010y, identificado por BSA com o primer OPAA11. PR- Couve 
Algarvia, PS- CrGC, BR- "Bulk" de DNA resistente, BS- "Bulk" de DNA susceptível e M- Marcador molecular de 
100 bp (gel de agarose 2% (p/v)). 
 
A segregação dos cinco marcadores polimórficos foi avaliada previamente nos 
indivíduos que constituem os “bulks” de DNA, de modo a obter uma primeira avaliação 
da sua ligação ao locus da resistência PpALG1. O marcador OPAA111010y foi 
amplificado em 15 dos 16 indivíduos pertencentes ao “bulk” susceptível e em 8 
indivíduos pertencentes ao bulk resistente, indicando que a ligação ao gene de 
resistência deverá ser fraca. No entanto a sua segregação foi avaliada em todos os 
indivíduos da população, e a sua análise revelou que este marcador não se encontra 
ligado ao gene de resistência, encontrando-se, no entanto, ligado aos marcadores 
ScAF7, ScAF5/BstXI e ScAG12 com frequências de recombinação de 0,040, 0,089 e 
0,062, respectivamente.  
 
O marcador OPAB041450y, foi identificado em dois indivíduos que constituem o bulk 
resistente e em todos os indivíduos que constituem o bulk susceptível, indicando deste 
modo ligação em repulsão ao gene de resistência PpALG. Após a análise deste marcador 
em todos os indivíduos da população constatou-se que este se encontrava ligado ao gene 
de interesse com uma frequência de recombinação de 0,312. 
 
Os restantes marcadores não foram avaliados em todos os indivíduos da população uma 
vez que através da primeira avaliação da sua segregação não demonstraram estar ligados 
ao locus PpALG1. O marcador OPAA18400 foi identificado em 13 dos 16 indivíduos 
resistentes em que foi avaliado e em 14 dos 16 indivíduos susceptíveis. Por sua vez, o 
PR     PS   BR    BS
OPAA11M
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marcador OPAA18720, encontrou-se presente em 7 indivíduos pertencentes ao “bulk” 
resistentes e em 7 indivíduos do “bulk” susceptível, não sendo possível avaliá-lo em 8 
indivíduos (4 de cada “bulk”). O marcador OPAL12900y foi identificado em 9 indivíduos 
do “bulk” resistente e em 11 indivíduos do “bulk” susceptível. 
  
Dos 249 primers RAPD não convencionais testados, 54 não geraram nenhum marcador 
e 195 primers amplificaram um total de 1002 marcadores moleculares. Destes primers 
foram seleccionados 31 para serem novamente testados nos bulks e também nos 
progenitores, dado aparentemente amplificarem marcadores moleculares polimórficos 
entre os bulks. No entanto, esta segunda análise não permitiu confirmar nenhum dos 
polimorfismos, uma vez que, os marcadores ou estavam ausentes nos dois bulks ou 
eram monomórficos entre os bulks e entre os progenitores. 
 
Análise AFLP 
 
Para a análise AFLP foram utilizadas duas combinações de primers, E-AA/M-CTG e E-
AC/M-CAA, nos progenitores, Couve Algarvia e CrGC, e nos “bulks” resistente e 
susceptível. Através desta análise foram identificados dois marcadores polimórficos, 
ambos gerados pela combinação E-AC/M-CAA. Dos dois fragmentos polimórficos, um 
com cerca de 180 bp foi identificado no progenitor susceptível e no “bulk” susceptível e 
o outro com aproximadamente 140 bp, foi identificado no progenitor resistente e no 
“bulk” resistente (Fig. 3.9). 
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Figura 3.10 – Re-amplificação do DNA dos progenitores e dos “bulks” com a combinação de primers E-AC/M-CAA. 
PR- Couve Algarvia, PS- CrGC, BR- “Bulk” DNA de plantas resistentes, BS- “Bulk” DNA de plantas susceptíveis e 
M- Marcador molecular de 100 bp (gel de agarose 1,4% (p/v)). 
 
Figura 3.9 – Autoradiografia dos marcadores AFLP obtidos por BSA com a combinação de primers E-AC/M-CAA. 
As setas indicam os marcadores polimórficos identificados. PR - Couve Algarvia, PS - CrGC, BR- “Bulk” DNA de 
plantas resistentes e BS- “Bulk” DNA de plantas susceptíveis.  
 
As bandas foram excisadas e reamplificadas por PCR com a combinação de primers 
AFLP que lhes deu origem, (Fig. 3.10). 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Os fragmentos confirmados foram então clonados e sequenciados. Na figura 3.11, 
encontram-se indicadas as sequências dos dois fragmentos polimórficos identificados. 
 
PS     PR        BS    BR
PS      BS   PR      BR
M
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Com base nas sequências dos fragmentos identificados foram desenhados pares de 
primers específicos. Na tabela 3.2 encontram-se identificadas as sequências forward e 
reverse destes primers, bem como o tamanho do fragmento que é esperado estes 
gerarem.  
 
Tabela 3.2 - Sequências nucleótídicas dos pares de primers SCAR desenhados com base na sequência dos 
fragmentos AFLP gerados e tamanho do fragmento esperado em pares de bases (pb). 
Marcador SCAR Sequência 5’→3’ Fragmento 
esperado (pb) 
ScAC.CAA119 
ScAC.CAA119 F GAATTCACTGGGCAAAATGG 119 ScAC.CAA119 R AACAAGTCGCCAGAGCT 
ScAC.CAA148y 
ScAC.CAA148y F CACATTGAAGTATTATTATCCTTGG 148 ScAC.CAA148y R AACAACATCCGTTTCCTTTG 
Figura 3.11- Sequências dos fragmentos polimórficos obtidos através da combinação AFLP AC.CAA. A primeira 
sequência (a) é referente ao fragmento polimórfico identificado no progenitor resistente (Couve Algarvia) e a 
segunda sequência (b) é referente ao fragmento polimórfico identificado no progenitor susceptível (CrGC). 
10 20 30 40 50
....|.... | ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
GAGTGCGTAC CAATTCACTG GGCAAAATGG GAGAAAATGT GTGCGCCTAG 50
60 70 80 90 100
....|.... | ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
AGAGGAGGGA GAAATTGGTT TCCGTATGAT CCATGAATC AATCTAGCTC 100
110 120 130 140 150
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
TTCTAGCTAA ACAGCTCTGG CGACTTGTTA CTCAGGACTC ATC------- 143
a)
10 20 30 40 50
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
GAGTGCGTAC CAATTCACAT TGAAGTATTA TTATCCTTGG CTTCCATCAC 50
60 70 80 90 100
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
GTTGCAAGTT GTGTGAGAAG TGGGGTCATA ATGAGTCAGT CTGTAGGATG 100
110 120 130 140 150
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
AAAGGAAAAG GGGAAGCTAT GGTGCAGAGC AAAGGGAAAG AAACAAAGGA 150
160 170
....|....| ....|....| ....|..
AACGGATGTT GTTACTCAGG ACTCATC 177
b)
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Estes pares de primers foram então testados nos dois progenitores para verificar se 
originavam os polimorfismos esperados (Fig. 3.12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O par de primers ScAC.CAA119 não gerou qualquer marcador polimórfico, no entanto, 
numa continuação deste trabalho poderão ser utilizadas enzimas de restrição de forma a 
converter este marcador num marcador CAPS polimórfico. Também é possível clonar e 
purificar o fragmento amplificado no progenitor susceptível, para que através da sua 
sequenciação se possam detectar possíveis diferenças entre as sequências dos dois 
fragmentos. 
 
O marcador ScAC.CAA148y revelou-se polimórfico, amplificando unicamente no 
progenitor susceptível, como esperado, no entanto ao ser avaliado nos indivíduos 
constantes dos bulks não apresentou ligação ao gene de resistência ao míldio PpALG1.  
 
Foram testados dois marcadores SCAR, ScAN12 e ScK04450y, identificados 
anteriormente em Couve Algarvia (Sousa, 2007) em todos os indivíduos da população 
de mapeamento. Estes marcadores não apresentaram ligação ao gene PpALG1, o que era 
de esperar uma vez que, alguns indivíduos da população utilizada para o seu anterior 
mapeamento não se encontravam bem caracterizados relativamente à resistência. Estes 
marcadores foram então testados na população de mapeamento brócolo x CrGC, ficando 
então mapeados no grupo de ligamento 6 de B. oleracea. 
Figura 3.12 – Amplificação do DNA dos progenitores com os primers SCAR ScAC.CAA119 (1) e ScAC.CAA148y (2). 
PR- Couve Algarvia, PS- CrGC e M- Marcador molecular 100bp (gel de agarose 2% (p/v)). 
PR  PS PR  PS
1 2
M
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3.4 Análise de ligamento 
 
Os dados resultantes da segregação de todos os marcadores identificados ao longo deste 
trabalho foram transferidos para uma matriz em formato Excel e introduzidos no 
software JoinMap 3.0 para a realização da análise de ligamento entre os marcadores 
moleculares e entre estes e o gene PpALG1. No total foram mapeados 10 marcadores 
moleculares polimórficos dos quais, 2 marcadores RAPD, 6 marcadores SCAR e 2 
marcadores CAPS. Na tabela 3.3 encontram-se identificados os marcadores mapeados, 
bem como a sua segregação, tipo de ligação, natureza do polimorfismo e os respectivos 
valores do teste do qui-quadrado (χ2). O teste do qui-quadrado foi utilizado para 
determinar a concordância da segregação de cada marcador com a razão da segregação 
mendeliana esperada (3:1 no caso de marcadores dominantes e 1:2:1 no caso de 
marcadores co-dominantes). 
 
Tabela 3.3 - Segregação dos marcadores mapeados na população de Couve Algarvia, respectivos valores de qui-
quadrado (χ2), natureza do polimorfismo e tipo de ligação. 
Marcadores A H B C D χ2 Natureza do polimorfismo 
ScAF5/BstXI 18 52 27   2,2 Co-dominante 
ScJ19/PagI 24 57 16   4,3 Co-dominante 
ScBF8300y   14  83 5,8 Dominante 
ScAG10 28 55 13   6,7 Co-dominante 
ScBA8720y   12  82 7,5 Dominante 
ScAF7 17 50 27   2,5 Co-dominante 
ScAG12 19 47 27   1,4 Co-dominante 
ScAAC.CAA340 21   76  0,6 Dominante 
OPAA111010y   28  67 1,0 Dominante 
OPAB041450y   18  77 1,9 Dominante 
 
Através da análise no software JoinMap dos dados da segregação destes marcadores, 
verificou-se que estes se distribuíram por três grupos de ligamento distintos. 
 
No primeiro grupo de ligamento, encontram-se ligados 6 marcadores moleculares 
(ScAAC.CAA340, ScJ19/PagI, ScBF8300y, ScAG10, ScBA8720y e OPAB041450y) ao gene 
de resistência ao míldio PpALG1 (Fig. 3.13). Na tabela 3.5 é apresentada a segregação 
destes marcadores em todos os indivíduos da população segregante. O ligamento 
genético entre os marcadores foi estabelecido com um LOD de agrupamento igual a 5 e 
de ordenamento igual a 4. 
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Figura 3.13- Grupo de ligamento do locus de resistência ao míldio PpALG1 
  
Na tabela 3.4 encontram-se indicadas as frequências de recombinação entre os 
marcadores moleculares mapeados no grupo de ligamento 1 e o gene de resistência ao 
míldio PpALG1, bem como a distância à qual estes se encontram do locus da 
resistência, o tipo de ligação e a natureza do polimorfismo. 
 
Tabela 3.4 - Frequência de recombinação entre os marcadores e o gene PpALG1, distância a que se encontram, tipo 
de ligação e natureza do polimorfismo. 
Locus 1 Locus 2 Frequência de 
recombinação 
Distância 
(cM) 
Tipo de 
ligação 
PpALG1 OPAB041450y 0,312 32,5 Repulsão 
PpALG1 ScAAC/CAA340 0,246 25,4 Acoplamento 
PpALG1 ScJ19/PagI 0,226 22,1 Acoplamento 
PpALG1 ScBF8300y 0,000 19,5 Repulsão 
PpALG1 ScAG10 0,221 18,5 Acoplamento 
PpALG1 ScBA8720y 0,000 15,8 Repulsão 
PpALG10.0
ScBA8_720y15.8
ScAG1018.6
ScBF8_300y19.5
ScJ19/PAgI22.2
ScAAC/CAA_34025.4
OPAB04_1450y32.5
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Tabela 3.5 - Segregação dos marcadores DNA ligados ao gene PpALG1 nos 97 indivíduos da população. 
 R S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
PpALG1 C A C A C C C C C C C A A C A C C C C C A C C C C C C C C C C C 
ScBA8720y B D D D B D D D D B D D D D D D D B D D D B D B B D D D D D D D 
ScAG10 B A H A B A A H H B H A A H A H H B A A A B H B H H H H H H H H 
ScBF8300y B D D D B D D D D B D D D D D D D B D D D B D B D D D D D D D D 
ScJ19/PagI B A B A B A A H H B H A A B A H H B A A H B H B H H H H H H H H 
ScAAC/CAA340 C A C A C A A C C C C A A C A C C C C A C C C C C C C C C C C C 
OPAB041450y B D D D - D D D D B D D D D D D D B D D D B D B B D D D D D B B 
 
 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 
PpALG1 C C A A C A A C C A C C A A C C A C C A C A C A A A C C C A C C 
ScBA8720y D D D D D D D D D D D D D D D D D D B D D D D D D D B D D D D D 
ScAG10 H H H A A A A H H H H H H A H H H H B A H H H H A H B A H A H A 
ScBF8300y D B D D D D D D D D D D D D D D D D B D D D D D D D B D D D D D 
ScJ19/PagI H B H A A A A H H H H H H H H H H H B A H H H H A H B A H A H A 
ScAAC/CAA340 C C C A A A C C C C C C C C C C C C C A C C C C A C C A C A C A 
OPAB041450y B D D D D D D D D D D D D D D D D D B D D B D B D D B D D D D D 
 
 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 
PpALG1 A A C C C C C A C C C C A A C C C A C C C A C C A C C C C C C A 
ScBA8720y D D D D D D B D B D B D D D D D B D D D D D D D D D D D B - - D 
ScAG10 A A H H A  - B H B H B A H A A A B H H H H A H H H H H H B B H A 
ScBF8300y D D D D D D B D B D B D D D D D B D D D D D D D D D D D B B D D 
ScJ19/PagI A A H H H H B H B H B A H A H A B H H H H A H H H H H H B B H A 
ScAAC/CAA340 A A C C C C C C C C C C C A C A C C C C C A C C C C C C C C C A 
OPAB041450y D D D D D B B  -  D D D D D D D D B D D B D D D D D D D D B B D D 
 
 95 96 97 
PpALG1 C C C 
ScBA8720y - D D 
ScAG10 H H H 
ScBF8300y D D D 
ScJ19/PagI H H H 
ScAAC/CAA340 C C C 
OPAB041450y D D D 
A Homozigótico para o progenitor susceptível B Homozigótico para o progenitor resistente C H ou B H Heterozigótico  
 
Resultados 
 
57 
 
A frequência de recombinação entre os marcadores do grupo de ligamento onde se 
encontra mapeado o gene PpALG1 e a distância entre eles, encontra-se indicada na 
tabela 3.5. Note-se que estes marcadores se encontram bastante próximos uns dos 
outros, com baixas frequências de recombinação, indicando que a ligação entre eles é 
bastante forte. 
 
Tabela 3.5 - Frequências de recombinação e distância (cM) entre os marcadores mapeados no grupo de ligamento do 
gene PpALG1. 
Locus 1 Locus 2 Frequência de 
recombinação Distância (cM) 
ScAAC/CAA340 OPAB041450y 0,000 7,1 
ScAAC/CAA340 ScJ19/PagI 0,030 3,3 
ScAAC/CAA340 ScBF8300y 0,000 5,9 
ScAAC/CAA340 ScAG10 0,070 6,9 
ScAAC/CAA340 ScBA8720y 0,000 9,6 
ScJ19/PagI ScBF8300y 0,023 2,4 
ScJ19/PagI ScAG10 0,037 3,7 
ScJ19/PagI ScBA8720y 0,063 5,2 
ScJ19/PagI OPAB041450y 0,159 10,4 
ScBF8300y ScAG10 0,012 1,3 
ScBF8300y ScBA8720y 0,039 2,8 
ScBF8300y OPAB041450y 0,145 13,0 
ScAG10 ScBA8720y 0,026 1,5 
ScAG10 OPAB041450y 0,115 14,0 
ScBA8720y OPAB041450y 0,139 16,7 
 
 
 
 
O segundo grupo de ligamento (Fig. 3.14) é constituído por quatro marcadores 
moleculares (ScAF5/BstXI, OPAA111010y, ScAF7 e ScAG12), sendo que o marcador 
ScAF5/BstXI e o marcador ScAF7 se encontram mapeados no grupo de ligamento 3 do 
mapa de B. oleracea (brócolo x CrGC). Na tabela 3.6, encontram-se indicadas as 
frequências de recombinação entre os marcadores mapeados neste grupo de ligamento e 
o LOD até ao qual os marcadores permanecem ligados.  
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Tabela 3.6 - Frequências de recombinação entre os marcadores do grupo de ligamento 2 e respectivo LOD de 
agrupamento. 
Locus 1 Locus 2 Frequência de recombinação LOD 
OPAA111010y ScAF5/BstXI 0.089 12.6 
OPAA111010y ScAF7 0.040 17.9 
OPAA111010y ScAG12 0.062 15.1 
ScAF5/BstXI ScAF7 0.072 20.6 
ScAF5/BstXI ScAG12 0.114 15.1 
ScAF7 ScAG12 0.040 26.6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Através da comparação do posicionamento dos marcadores em comum do grupo de 
ligamento onde se encontra o gene de resistência PpALG1 e do grupo de ligamento 3 do 
mapa de B. oleracea (Fig. 3.16), verifica-se que o gene PpALG1 se encontra acima do 
gene Pp523, isto é, o gene PpALG1 poderá situar-se  na extremidade do grupo de 
ligamento 3.  
 
 
 
Figura 3.14 – Grupo de ligamento 2, LODord =10 e LOD agrup=10 
ScAF5/BstXI0.0
OPAA11_1010y5.8
ScAF78.2
ScAG1212.0
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AD110.0
OPK.17_9800.1
SCR15_cod
SCJ19/PagI_cod0.3
BA10/TaqI_cod0.7
AAG.CTA_113y1.0
BE5y
BF8/MboIy
AAC.CAA_340
1.3
AG10_cod1.9
BF10
AH1y2.1
Pp5232.8
SCAFB1/BfuI_cod4.0
A8_cod4.4
BE9/AluI4.5
AT.CTA_133/134y_cod8.0
OPAE.15_98012.1
ISSR.32_480y18.7
ISSR.32_46020.1
AAG.CAA_144y20.3
OPAB.04_1490y22.3
AT.CAC_12835.8
ISSR.17_56039.7
ISSR.07_290y44.4
OPT.15_470+46.0
ACA.CAA_230+46.7
AAG.CTA_087+47.8
AGG.CTC_149+47.9
Ol12G0448.1
AAC.CAA_420y50.0
AGG.CTC_146y50.7
AGG.CAT_21551.1
AT.CTT_445y51.3
AF5/BstXI_cod52.8
ACA.CAA_340y54.4
AGC.CAG_265y
AGC.CAG_510y54.8
AE4y
AA.CAT_1050y
AAG.CAA_96y
ISSR.04_1000y
55.0
AF7_cod55.2
BB12/Tru1I_cod55.4
AA.CAT_700
OPF.10_1031
AAG.CTC_277
AGC.CAG_500
AGG.CTC_276
55.5
ACA.CAG_28455.6
AAG.CTC_262y
AG.CAT_21656.4
AA.CAG_18357.4
AGG.CTC_261y+58.2
ACC.CTT_22660.6
ACC.CTT_155/157y_cod60.7
AGC.CAG_18463.6
OPF.01_825+67.4
AAG.CAC_21569.6
PpALG10.0
ScBA8_720y15.8
ScAG1018.6
ScBF8_300y19.5
ScJ19/PAgI22.2
ScAAC/CAA_34025.4
OPAB04_1450y32.5
ScAF5/BstXI0.0
OPAA11_1010y5.8
ScAF78.2
ScAG1212.0
Figura 3.16 – Grupo de ligamento 3 do mapa de B. oleracea e dois grupos de ligamento construídos no decorrer 
desta tese. Note-se que o grupo de ligamento 3 se encontra mais saturado que o publicado por Farinhó et al., 2004, 
uma vez que continua a ser consolidado. 
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4 - Discussão 
 
A identificação de marcadores moleculares ligados ao gene de resistência ao míldio em 
Couve Algarvia, foi efectuada mediante a estratégia de “Bulked Segregant Analysis” 
(BSA) (Michelmore et al., 1991). 
 
Numa primeira fase deste trabalho, com o objectivo de localizar o gene PpALG1 no 
mapa genético de Brassica oleracea (Farinhó et al., 2004), foram seleccionados 
marcadores RAPD mapeados ao longo dos nove grupos de ligamento principais deste 
mapa. Concluiu-se que o marcador OPJ19550, mapeado no grupo de ligamento 3, onde 
está localizado o gene de resistência ao míldio em brócolo Pp523, se encontra ligado ao 
gene PpALG1 com uma frequência de recombinação de 0,251. Foi então realizada nova 
análise por BSA para testar 11 marcadores seleccionados deste grupo ligamento (LG3) 
com o objectivo de identificar mais marcadores ligados ao locus PpALG1. Destes, 
apenas se o marcador ScAAC.CAA340 se apresentou polimórfico e após análise 
verificou-se estar ligado ao gene de resistência com uma frequência de recombinação de 
0,246. 
 
Paralelamente, foram testados 480 primers RAPD para identificar novos marcadores 
polimórficos ligados ao gene de interesse, tendo sido identificado o marcador 
OPAB041450y ligado ao gene com uma frequência de recombinação de 0,312. 
 
A estratégia de BSA tem sido utilizada em vários trabalhos de mapeamento de genes de 
resistência em espécies do género Brassica (Giovannelli et al., 2002; Piao et al., 2002; 
Hughes et al., 2003, Farinhó et al., 2004 e Varshney et al., 2004). Esta estratégia 
apresenta a vantagem de ser de fácil e rápida aplicação, estando contudo o seu sucesso 
essencialmente dependente de dois factores importantes: o grau de polimorfismo entre 
os progenitores e as avaliações fenotípicas. 
 
Os progenitores utilizados para a obtenção da população de mapeamento, Couve 
Algarvia e CrGC, foram seleccionados tendo em conta a sua distinta reacção ao míldio. 
A acessão de Couve Algarvia (Brassica oleracea var tronchuda) PCA 12.111, apresenta 
resistência à raça P523 do patogéneo Hyaloperonospora parasitica, e como progenitor 
resistente foi utilizada uma linha S3 (auto polinizada três vezes) PCA 12.111-2. Como 
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progenitor susceptível ao H. parasitica foi utilizada uma linha duplo-haploide, 
completamente homozigótica de CrGC (Brassica oleracea L.), que apresenta um ciclo 
vegetativo curto como vantagem adicional. O nível de polimorfismo entre estes dois 
progenitores é elevado, tendo sido avaliado com marcadores RAPD em cerca de 29%. 
Embora pertençam à mesma espécie apresentam diferenças significativas a nível 
morfológico e em alguns caracteres fisiológicos, como por exemplo, a duração do ciclo 
vegetativo, tamanho da planta e cor da flor.  
 
As avaliações fenótipicas são um factor crucial para o sucesso da identificação de 
marcadores moleculares ligados ao locus da resistência seguindo o método de BSA. A 
avaliação da interacção hospedeiro-patogéneo na fase de planta adulta e em condições 
naturais de infecção é bastante complexa. Esta interacção está dependente de factores 
não controlados como sendo as condições ambientais e as flutuações na população do 
patogéneo, que condicionam o desenvolvimento da planta e a progressão da infecção 
por parte do patogéneo, sendo determinantes na classificação fenotipica dos indivíduos. 
 
Tendo-se verificado que anteriores ensaios de campo não permitiram uma avaliação 
absolutamente correcta da interacção hospedeiro-patogéneo das plantas F2, foi 
necessário avaliar as plantas da geração F3. Esta nova avaliação tem como objectivo a 
comprovação das avaliações fenotipicas e a determinação do genótipo dos indivíduos 
F2 relativamente ao gene PpALG1. O presente estudo foi realizado com base nestas 
avaliações. 
 
Não obstante, no decorrer deste trabalho apenas se identificou um novo marcador 
RAPD, OPAB041450y, ligado ao locus de resistência ao míldio. Este marcador foi 
também testado na população de mapeamento de brócolo x CrGC, apresentando-se 
também ligado ao gene de resistência ao míldio Pp523.  
 
Numa continuação deste trabalho irão ser realizados novos “bulks”, constituídos pelo 
DNA de 8 indivíduos cada para se realizar nova análise por BSA e tentar identificar 
novos marcadores RAPD ligados ao gene de interesse. Embora a utilização de “bulks” 
constituídos por um número reduzido de indivíduos levar à geração de falsos 
polimorfismos, a probabilidade da sua ocorrência continua a ser bastante baixa (2x10-6, 
segundo Michelmore et al., 1991). 
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Neste estudo foi realizada a análise por BSA com marcadores AFLP, tendo por 
objectivo a identificação de marcadores AFLP polimórficos que estivesse ligados ao 
gene de resistência PpALG1. Os dois marcadores detectados como polimórficos foram 
convertidos em marcadores SCAR, ScAC.CAA119 e ScAC.CAA148y, apresentando-se o 
primeiro monomorfico e o segundo polimórfico. No entanto este último marcador não 
demonstrou encontrar-se ligado ao gene de resistência.  
 
Paralelamente à estratégia de BSA, e após ficar demonstrada a ligação do gene PpALG1 
a marcadores mapeados no grupo de ligamento 3, onde se encontra mapeado o gene de 
resistência ao míldio em brócolo, Pp523, decidiu-se testar primers STS provenientes de 
clones BAC, pertencentes a um contig que abarca a região genómica deste último locus.  
 
As sequências terminais de clones BAC podem ser bastante úteis no desenvolvimento 
de marcadores moleculares, que podem posteriormente ser utilizados para saturar mapas 
genéticos, clonar genes via “map-based cloning”, para análise genómica e para 
mapeamento comparativo, encontrando-se no momento desenvolvidas sequências 
terminais de clones BAC para diversas espécies com interesse agronómico, como sendo 
a papaia (Lai et al. 2006), o trigo (Paux et al. 2006), a banana (Cheung and Town, 2007) 
e a soja (Nelson and Shoemaker, 2006). 
 
O contig ao qual pertencem os marcadores STS analisados neste trabalho é bastante 
específico (<5 cM). Através da análise destes marcadores, foram identificados três 
marcadores STS com ligação ao gene PpALG1,ScAG10, ScBF8300y e ScBA8720y que 
também se encontram ligados ao gene Pp523. A ligação destes marcadores ao locus 
PpALG1, vem consolidar a ideia de que os dois genes se encontram no mesmo grupo de 
ligamento e através da análise da posição de todos os marcadores mapeados em comum 
no grupo de ligamento destes genes o gene PpALG1 deverá situar-se acima do gene 
Pp523, no entanto de forma a consolidar esta hipótese deverão ser testados mais 
marcadores de forma a saturar a região do locus de resistência ao míldio em Couve 
Algarvia.  
 
Ensaios de complementação genética realizados entre as duas variedades de B. oleracea, 
B. oleracea var tronchuda e B. oleracea var itálica, demonstraram que os genes 
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PpALG1 e Pp523 são genes diferentes, ainda que ligados factorialmente (Coelho et al., 
dados não publicados). 
 
Ao longo deste trabalho foram mapeados mais 4 marcadores, que embora não se ligando 
ao gene de resistência, formaram um grupo de ligamento, onde se situam dois 
marcadores mapeados no grupo de ligamento 3 do mapa de B. oleracea (Farinhó et al., 
2004) mas que se encontram mais afastados do gene Pp523. O facto de estes 
marcadores não integrarem o grupo de ligamento do gene PpALG1, dever-se-á ao 
número reduzido de marcadores mapeados na região genómica que os separa. 
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5 - Conclusões e Perspectivas 
 
Até à data encontram-se mapeados dois genes de resistência ao míldio em Brassica 
oleracea, um na fase cotiledonar num grupo de ligamento com 69 cM (Giovanelli et al., 
2002), e outro na fase adulta num grupo de ligamento de 73cM (Farinhó et al., 2004). 
 
O objectivo central deste estudo foi o de identificar marcadores moleculares ligados ao 
gene PpALG1, que confere resistência ao míldio, em Couve Algarvia (Brassica 
oleracea var tronchuda) na fase de planta adulta. Neste sentido foi utilizado o método 
de “Bulked Segregant Analysis” tanto para identificar marcadores mapeados no grupo 
de ligamento 3 do mapa de B. oleracea (Farinhó et al., 2004) como para identificar 
novos marcadores RAPD. Adicionalmente foram também testados marcadores STS 
provenientes de clones BAC de B. oleracea pertencentes a um contig que abarca a 
região genómica do gene Pp523. 
 
O mapa genético de Brassica oleracea (Farinhó et al., 2004) desenvolvido no 
Laboratório de Genómica e Melhoramento Genético, revelou-se uma ferramenta crucial 
para localizar a região onde se poderá encontrar gene PpALG1, realçando que um mapa 
genético não é só necessário para a detecção e mapeamento de genes com interesse 
agronómico, mas também para estudar a estrutura, organização e evolução do genoma 
da planta. O facto de este gene se encontrar no mesmo grupo de ligamento que o gene 
Pp523, e de partilharem marcadores bastante próximos permitiu que se identificassem 
marcadores STS derivados de BAC ends provenientes de um contig que abarca a região 
genómica do gene de resistência Pp523. 
 
Através da comparação das frequências de recombinação e das posições dos marcadores 
DNA que se encontram mapeados tanto nos grupos de ligamento obtidos neste trabalho 
como no grupo de ligamento 3 do mapa de B. oleracea, podemos aferir que os genes 
não se encontram no mesmo locus e que muito provavelmente o gene PpALG1 se 
encontra mais próximo da extremidade do grupo de ligamento, no entanto conclusões 
significativas só poderão ser retiradas quando a região do locus PpALG1, apresentar um 
maior número de marcadores DNA estreitamente ligados ao gene de resistência. 
 
Conclusões e Perspectivas 
 
65 
 
Na continuação deste trabalho e com base em avaliações recentes (2009) da geração F3, 
serão elaborados novos “bulks” de DNA utilizando para tal indivíduos homozigóticos, 
resistentes versus susceptíveis, de forma a identificar novos marcadores DNA 
polimórficos estreitamente ligados ao gene PpALG1. Em paralelo, será construída uma 
biblioteca BAC do genótipo resistente, da qual serão seleccionados com base em 
marcadores em estreita ligação ao gene PpALG1 clones BAC que formarão um contig 
que abarque a região genómica deste locus.  
 
A existência de um projecto (em estado avançado) de isolamento do gene de resistência 
ao míldio em brócolo Pp523, que ao que tudo indica se encontrará próximo do gene 
PpALG1, permitirá que a informação por ele gerada possa ser utilizada para avançar no 
caminho da clonagem posicional deste último gene de resistência. 
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AnexoI 
 
Tabela I – Primers OP convencionais de 10-mer utilizados na estratégia de BSA. 
KitsOP Sequências5’-3’ KitsOP Sequências5’-3’ 
AA-01 5'-AGACGGCTCC-3' AC-01 5'-TCCCAGCAGA-3' 
AA-02 5'-GAGACCAGAC-3' AC-02 5'-GTCGTCGTCT-3' 
AA-03 5'-TTAGCGCCCC-3' AC-03 5'-CACTGGCCCA-3' 
AA-04 5'-AGGACTGCTC-3' AC-04 5'-ACGGGACCTG-3' 
AA-05 5'-GGCTTTAGCC-3' AC-05 5'-GTTAGTGCGG-3' 
AA-06 5'-GTGGGTGCCA-3' AC-06 5'-CCAGAACGGA-3' 
AA-07 5'-CTACGCTCAC-3' AC-07 5'-GTGGCCGATG-3' 
AA-08 5'-TCCGCAGTAG-3' AC-08 5'-TTTGGGTGCC-3' 
AA-09 5'-AGATGGGCAG-3' AC-09 5'-AGAGCGTACC-3' 
AA-10 5'-TGGTCGGGTG-3' AC-10 5'-AGCAGCGAGG-3' 
AA-11 5'-ACCCGACCTG-3' AC-11 5'-CCTGGGTCAG-3' 
AA-12 5'-GGACCTCTTG-3' AC-12 5'-GGCGAGTGTG-3' 
AA-13 5'-GAGCGTCGCT-3' AC-13 5'-GACCCGATTG-3' 
AA-14 5'-AACGGGCCAA-3' AC-14 5'-GTCGGTTGTC-3' 
AA-15 5'-ACGGAAGCCC-3' AC-15 5'-TGCCGTGAGA-3' 
AA-16 5'-GGAACCCACA-3' AC-16 5'-CCTCCTACGG-3' 
AA-17 5'-GAGCCCGACT-3' AC-17 5'-CCTGGAGCTT-3' 
AA-18 5'-TGGTCCAGCC-3' AC-18 5'-TTGGGGGAGA-3' 
AA-19 5'-TGAGGCGTGT-3' AC-19 5'-AGTCCGCCTG-3' 
AA-20 5'-TTGCCTTCGG-3' AC-20 5'-ACGGAAGTGG-3' 
AB-01 5'-CCGTCGGTAG-3' AD-01 5'-CAAAGGGCGG-3' 
AB-02 5'-GGAAACCCCT-3' AD-02 5'-CTGAACCGCT-3' 
AB-03 5'-TGGCGCACAC-3' AD-03 5'-TCTCGCCTAC-3' 
AB-04 5'-GGCACGCGTT-3' AD-04 5'-GTAGGCCTCA-3' 
AB-05 5'-CCCGAAGCGA-3' AD-05 5'-ACCGCATGGG-3' 
AB-06 5'-GTGGCTTGGA-3' AD-06 5'-AAGTGCACGG-3' 
AB-07 5'-GTAAACCGCC-3' AD-07 5'-CCCTACTGGT-3' 
AB-08 5'-GTTACGGACC-3' AD-08 5'-GGCAGGCAAG-3' 
AB-09 5'-GGGCGACTAC-3' AD-09 5'-TCGCTTCTCC-3' 
AB-10 5'-TTCCCTCCCA-3' AD-10 5'-AAGAGGCCAG-3' 
AB-11 5'-GTGCGCAATG-3' AD-11 5'-CAATCGGGTC-3' 
AB-12 5'-CCTGTACCGA-3' AD-12 5'-AAGAGGGCGT-3' 
AB-13 5'-CCTACCGTGG-3' AD-13 5'-GGTTCCTCTG-3' 
AB-14 5'-AAGTGCGACC-3' AD-14 5'-GAACGAGGGT-3' 
AB-15 5'-CCTCCTTCTC-3' AD-15 5'-TTTGCCCCGT-3' 
AB-16 5'-CCCGGATGGT-3' AD-16 5'-AACGGGCGTC-3' 
AB-17 5'-TCGCATCCAG-3' AD-17 5'-GGCAAACCCT-3' 
AB-18 5'-CTGGCGTGTC-3' AD-18 5'-ACGAGAGGCA-3' 
AB-19 5'-ACACCGATGG-3' AD-19 5'-CTTGGCACGA-3' 
AB-20 5'-CTTCTCGGAC-3' AD-20 5'-TCTTCGGAGG-3' 
(Continua na página seguinte) 
 
 
KitsOP Sequências5’-3’ KitsOP Sequências5’-3’ 
AE-01 5'-TGAGGGCCGT-3' AL-01 5'-TGTGACGAGG-3' 
AE-02 5'-TCGTTCACCC-3' AL-02 5'-ACCCTGTGGG-3' 
AE-03 5'-CATAGAGCGG-3' AL-03 5'-CCCACCCTTG-3' 
AE-04 5'-CCAGCACTTC-3' AL-04 5'-ACAACGGTCC-3' 
AE-05 5'-CCTGTCAGTG-3' AL-05 5'-GACTGCGCCA-3' 
AE-06 5'-GGGGAAGACA-3' AL-06 5'-AAGCGTCCTC-3' 
AE-07 5'-GTGTCAGTGG-3' AL-07 5'-CCGTCCATCC-3' 
AE-08 5'-CTGGCTCAGA-3' AL-08 5'-GTCGCCCTCA-3' 
AE-09 5'-TGCCACGAGG-3' AL-09 5'-CAGCGAGTAG-3' 
AE-10 5'-CTGAAGCGCA-3' AL-10 5'-AAGGCCCCTG-3' 
AE-11 5'-AAGACCGGGA-3' AL-11 5'-GTCACGTCCT-3' 
AE-12 5'-CCGAGCAATC-3' AL-12 5'-CCCAGGCTAC-3' 
AE-13 5'-TGTGGACTGG-3' AL-13 5'-GAATGGCACC-3' 
AE-14 5'-GAGAGGCTCC-3' AL-14 5'-TCGCTCCGTT-3' 
AE-15 5'-TGCCTGGACC-3' AL-15 5'-AGGGGACACC-3' 
AE-16 5'-TCCGTGCTGA-3' AL-16 5'-CTTTCGAGGG-3' 
AE-17 5'-GGCAGGTTCA-3' AL-17 5'-CCGCAAGTGT-3' 
AE-18 5'-CTGGTGCTGA-3' AL-18 5'-GGAGTGGACT-3' 
AE-19 5'-GACAGTCCCT-3' AL-19 5'-TCTGCCAGTG-3' 
AE-20 5'-TTGACCCCAG-3' AL-20 5'-AGGAGTCGGA-3' 
AK-01 5'-TCTGCTACGG-3' AM01 5'-TCACGTACGG-3' 
AK-02 5'-CCATCGGAGG-3' AM02 5'-ACTTGACGGG-3' 
AK-03 5'-GGTCCTACCA-3' AM03 5'-CTTCCCTGTG-3' 
AK-04 5'-AGGGTCGGTC-3' AM04 5'-GAGGGACCTC-3' 
AK-05 5'-GATGGCAGTC-3' AM05 5'-GGGCTATGCC-3' 
AK-06 5'-TCACGTCCCT-3' AM06 5'-CTCGGGATGT-3' 
AK-07 5'-CTTGGGGGAC-3' AM07 5'-AACCGCGGCA-3' 
AK-08 5'-CCGAAGGGTG-3' AM08 5'-ACCACGAGTG-3' 
AK-09 5'-AGGTCGGCGT-3' AM09 5'-TGCCGGTTCA-3' 
AK-10 5'-CAAGCGTCAC-3' AM10 5'-CAGACCGACC-3' 
AK-11 5'-CAGTGTGCTC-3' AM11 5'-AGATGCGCGG-3' 
AK-12 5'-AGTGTAGCCC-3' AM12 5'-TCTCACCGTC-3' 
AK-13 5'-TCCCACGAGT-3' AM13 5'-CACGGCACAA-3' 
AK-14 5'-CTGTCATGCC-3' AM14 5'-TGGTTGCGGA-3' 
AK-15 5'-ACCTGCCGTT-3' AM15 5'-GATGCGATGG-3' 
AK-16 5'-CTGCGTGCTC-3' AM16 5'-TGGCGGTTTG-3' 
AK-17 5'-CAGCGGTCAC-3' AM17 5'-CCTAACGTCC-3' 
AK-18 5'-ACCCGGAAAC-3' AM18 5'-ACGGGACTCT-3' 
AK-19 5'-TCGCAGCGAG-3' AM19 5'-CCAGGTCTTC-3' 
AK-20 5'-TGATGGCGTC-3' AM20 5'-ACCAACCAGG-3' 
(Continua na página seguinte) 
 
 
 
 
KitsOP Sequências5’-3’ KitsOP Sequências5’-3’ 
AN-01 5'-ACTCCACGTC-3' AO20 5'-GGCTTGCCTG-3' 
AN-02 5'-CACCGCAGTT-3' AO16 5'-CACAACGGGA-3' 
AN-03 5'-AGCCAGGCTG-3' AO17 5'-CCCATGTGTG-3' 
AN-04 5'-GGCGTAAGTC-3' AO18 5'-GGGAGCGCTT-3' 
AN-05 5'-GGGTGCAGTT-3' AO19 5'-GTTCTCGGAC-3' 
AN-06 5'-GGGAACCCGT-3' Z-01 5'-TCTGTGCCAC-3' 
AN-07 5'-TCGCTGCGGA-3' Z-02 5'-CCTACGGGGA-3' 
AN-08 5'-AAGGCTGCTG-3' Z-03 5'-CAGCACCGCA-3' 
AN-09 5'-GGGGGAGATG-3' Z-04 5'-AGGCTGTGCT-3' 
AN-10 5'-CTGTGTGCTC-3' Z-05 5'-TCCCATGCTG-3' 
AN-11 5'-GTCCATGCAG-3' Z-06 5'-GTGCCGTTCA-3' 
AN-12 5'-AACGGCGGTC-3' Z-07 5'-CCAGGAGGAC-3' 
AN-13 5'-CTTCCAGGAC-3' Z-08 5'-GGGTGGGTAA-3' 
AN-14 5'-AGCCGGGTAA-3' Z-09 5'-CACCCCAGTC-3' 
AN-15 5'-TGATGCCGCT-3' Z-10 5'-CCGACAAACC-3' 
AN-16 5'-GTGTCGAGTC-3' Z-11 5'-CTCAGTCGCA-3' 
AN-17 5'-TCAGCACAGG-3' Z-12 5'-TCAACGGGAC-3' 
AN-18 5'-TGTCCTGCGT-3' Z-13 5'-GACTAAGCCC-3' 
AN-19 5'-ACCACGCCTT-3' Z-14 5'-TCGGAGGTTC-3' 
AN-20 5'-GAGTCCTCAC-3' Z-15 5'-CAGGGCTTTC-3' 
AO-01 5'-AAGACGACGG-3' Z-16 5'-TCCCCATCAC-3' 
AO-02 5'-AATCCGCTGG-3' Z-17 5'-CCTTCCCACT-3' 
AO-03 5'-AGTCGGCCCA-3' Z-18 5'-AGGGTCTGTG-3' 
AO-04 5'-AACAGGGCAG-3' Z-19 5'-GTGCGAGCAA-3' 
AO-05 5'-TGGAAGCACC-3' Z-20 5'-ACTTTGGCGG-3' 
AO-06 5'-AGGCAGCCTG-3' Y-09 5'-AGCAGCGCAC-3' 
AO-07 5'-GATGCGACGG-3' Y-10 5'-CAAACGTGGG-3' 
AO-08 5'-ACTGGCTCTC-3' Y-11 5'-AGACGATGGG-3' 
AO-09 5'-CCAGATGGGG-3' Y-12 5'-AAGCCTGCGA-3' 
AO-10 5'-GACATCGTCC-3' Y-13 5'-GGGTCTCGGT-3' 
AO-11 5'-GGGGGCTTGA-3' Y-14 5'-GGTCGATCTG-3' 
AO-12 5'-TCCCGGTCTC-3' Y-15 5'-AGTCGCCCTT-3' 
AO-13 5'-CCCACAGGTG-3' Y-16 5'-GGGCCAATGT-3' 
AO-14 5'-CTACTGGGGT-3' Y-17 5'-GACGTGGTGA-3' 
AO-15 5'-GAAGGCTCCC-3' Y-18 5'-GTGGAGTCAG-3' 
  Y-19 5'-TGAGGGTCCC-3' 
 
 
 
 
 
 
 
AnexoII 
 
Tabela II - Primers não convencionais com mais de 10-mer, utilizados no teste por BSA. 
Nome Sequência(5'…3') Tamanho (pb) 
33F TCCACAGTGGGCGCAAAC 18 
33R AAAGGACATGAGGTAGGCC 19 
34F ACATTCCTCAGAGTGACCAGC 21 
34R GGGGGGAGAGAACTAGACTG 20 
35F GTATACCCCTCACCACCCAAG 21 
35R GCGCAATCCATAGCGCAAGTC 21 
36F AGGTGAAGGTGGAGCTCACC 20 
36R GTCGCCGTTAATCGACACGTG 21 
37F GCGTAGAAAGCTGCAGGCTGC 21 
37R CCACCTTGAGTACGGGGACAC 21 
38F TGATCATGGCGACGACCCAG 20 
39F TTGGAGCCGATATTATCGTCC 21 
39R ACGATCTCACAATGCTCCTCG 21 
40F TCGCGTATTATTCAAACAGCC 21 
40R ACTGAGGGGGTTCACGAG 18 
41R CCCTCGCTCTTTTAGTTGGGG 21 
42F TGTGTATGCGGTGTGTCTG 19 
42R ATGAATCACGCACAATGGG 19 
43R ACCGAACCTAACCTGACCC 19 
44F CCACTTCCCTTTGGTCCTCCC 21 
44R CGCCATTGATGGGTTCCAAGC 21 
45F AGTTATGAGTTCGCTCGCAC 20 
45R GGAGGAGACGAAGACGAGG 19 
46F TGTCGCTGAAGTTCGGCGAG 20 
46R ACAGCGTCCACGGATCTCG 19 
47R GAGTGTGAGAAAGGGATGG 19 
48F TCATCACCCCGCGCCTTTGC 20 
48R TGCCAAGCCATCCTCAGACG 20 
49F ACATCGCACTGGGGAAAC 18 
49R ACTCTATCTCTACTCCTTC 19 
50F AGCTCCAAATGGCTGGAGG 19 
50R GGTCACAGAATACGGATGACG 21 
51F AGATGTTGGATGAGCACGTC 20 
51R CTAGCATTCTTTTGACCTCTC 21 
52R TTCACACCGAGAAAGCCCGG 20 
53F GAGTCACAGTTACTTCTCTGG 21 
53R TCCCTGCTAACAATGGTGCCC 21 
54R ACTAAAACGGCGCGAGCATGC 21 
55R TGAGCTACGACTGCTCGAAGC 21 
56F TGCTGGCTCTGTGGGATG 18 
56R TTAGGTTTTCAGTGGAGAGAG 21 
57F TCTTTTTGGCCTCGCGGAGC 20 
(Continua na página seguinte) 
58F TGGGAGCCATCTAATTGTTCC 21 
58R TCAGATGTGTATGCAGTCCTC 21 
59F CCCTTTCATTCCCTCTCTAC 20 
59R GTGGGATCATTAAGCCACCAG 21 
60F TGTAGGCATATGGTGGGTCTG 21 
60R ATCTCTTAATCCAAGGGCCG 20 
62F GCCTCGAAAACACTGCTAGGC 21 
122F GACAATTTAAGGAGGTGGTGTAGG 24 
122R TCCTCACAAGGCCACCATCAT 21 
235F ATTTCGAGCCCTTGGTCG 18 
235R TTTATGGGGTCGCGTCGG 18 
242R TCTCAGGGCACACATCAC 18 
287F AGGGAAGCTTTGGAGGTGCAG 21 
287R TGCAATAGCGATGATAAACCCCAG 24 
330F GTAACACAACTACTCTACTCGGCA 24 
330R CCTCCTCCAATTAAGATCCCTCAA 24 
374F CGAGCAATGACGCTCGGG 18 
403F GGTTCCGTGTTGCCGGG 17 
403R TCCTGAGAATCCAACTCC 18 
431F CACATGTCCACGTATTGG 18 
431R GTAGCTCCACTCAGCCC 17 
483F GGAGAAACGGATCTAGGGCAC 21 
513R CGAACCGTTTGGACCGCC 18 
521R AGCATCAAGGGGTCCCGAGTT 21 
607F AGTGCATACCATTAACCC 18 
607R CGATATTCAGCAATCTCC 18 
62R GGTGTGTCAATTAGGCCTGAC 21 
63F AGAAATGCTTCCCGACGAACG 21 
64F AGTCACCAACCTCACTATCAC 21 
64R CTCAAACAAGAAGAGCAACAG 21 
65F TGAAGGTCATGCTTGACTCTC 21 
65R AGATGTCGGGCCATTGGG 18 
66F TGGTAAGCCATTTAATGAGC 20 
66R CATTTCACTCTGATACAACCC 21 
68F GCATATCTTCATTGGCTAGTC 21 
68R TAATTGTTGGCCACAGTGC 19 
69F TCCCCCTAATCATCGGAAGCC 21 
70F GAAGGCTCATCACCACCCGAC 21 
70R AATCCCTGGTGCATCAGC 18 
71F TGTCCTGCTAAACGCGCACC 20 
71R CCGAGAACTACTATTCTCGGG 21 
72F TGCTTCAGCTATGCACACAGC 21 
73R TCCTTGAAGAAATTGGCAG 19 
755F CTACTCTACTCGGGACC 17 
755R CTCAGATCCTCCTCCTC 17 
75F TCGGTAGAGATCGACATCGCG 21 
75R AGTGTTTCATGGCTCCCAC 19 
(Continua na página seguinte) 
76F ACCCAGCCATTGTCGTGCCTG 21 
76R AGTTTACAAGGCGCATAGG 19 
77F TCATTTAGGATGCTGCATGG 20 
78F CCCTACAGTAAGTTCAGCAC 20 
790F ACGAGTAAAGCGGTGTGG 18 
790R TCTTCCCAAAGTGCGTGG 18 
797R AGATCCCGCCGAGGCCG 17 
79F ACATGCATGAGGTCATGTGG 20 
80F TGAAATCCGTCCAGTGCGC 19 
816F CTCCTCAGCTTCGTCGCC 18 
816R GACGAGATTGGCGTATCCC 19 
81F ACATTCCTCAGAGTGACCAGC 21 
81R CACTAATCCTTGACCCAGACC 21 
82F CTAAGTTAAACCTGGATGAGC 21 
82R TCGCATGCAATGTGTGGGGTG 21 
888F CGCATCAGCGCCAAACGC 18 
888R GGAAGCGAAAGGAGATCG 18 
G100R CTCTGGATAACATAGTAAG 19 
G43R TTACTTGACCCAAACTC 17 
731629F AAGCGGAAGCGTGTTG 16 
731629R CCTCTACCTCGTTCACC 17 
731803F AGCTTCGACAAGAACTGG 18 
731803R GGAATGGATGTGTGAGAG 18 
730928F TTCTGCTCCGCTCTTCTTC 19 
730928R AATTGAGGCGATCGATGC 18 
731498F AAGAGGACGACGAAGAAACC 20 
731498R CCAATGGACACCAATTCG 18 
732176F CCCTTATACGCAGATTCG 18 
732176R CACTCACCAACAAAGCTG 18 
730779F CATACTCGATCTGCAAGC 18 
730779R GCTCATACAACAACACGG 18 
730908F TTCTACTGCCACATGGTG 18 
730908R GTTCACACCACATCACGTAC 20 
730886F CTCATCTCACTCCATACC 18 
730886R CCATTCGATATCGCCTTC 18 
731753F CTTTTGGGCTATGTTGCG 18 
731753R TGCTAAAGTACCCACCAG 18 
730771F TAGTAGCAGCAGCAGTAG 18 
730771R GTCGATTTCGCTAACGTC 18 
731325F CTTTGGTAACGCGTACAG 18 
731325R CTTCTCTGTAGTAGCTGG 18 
731955F AGAAGCAGGTGGTTATCG 18 
731955R AAATCTCGCGAAGCGATG 18 
732283F CAAACGACCCAACGAAGATC 20 
732283R GTAATGTGTGCAAGCAGTCG 20 
730925F CTAACTCCAGGATGTGTG 18 
730925R GTGTCTTTGTACTCCAGTCC 20 
(Continua na página seguinte) 
 
731137F GGACTTGTATGTCTTCGC 18 
731137R ATCAACCCACAAGGAACG 18 
149881F CTTAGGGTTGAATGGTCC 18 
149881R ATCTGAGACCCAAGTTCG 18 
731094F CTGCAAGACCATGTTGTG 18 
731094R TGTCGTGTGAACATGGAG 18 
731711F CACAATCGAACTCCGTC 17 
731711R CAGGAAGTAGCTCTTTGC 18 
732017F CGAGCGAAGAATCCGT 16 
732017R CTCTAGACGAAGGAGACGA 19 
731132F CGCAAACAACAACAGCAG 18 
731132R GGGTTTCTTACCTTCCATCG 20 
731012F GGGAATCGATGGAAGGTAAG 20 
731012R ATTCTGACCCTCAGCTC 17 
SSRBo1F TGTCTGTTTGAGTAACCCGGTA 22 
SSRBo1R TTGTTCAAAACCCTCACCAA 20 
SSRBo22F ACTCACTTTTGTTGGGCGTC 20 
SSRBo22R GGAGCCGCTTTCTCTACCTT 20 
SSRBo31F CATGCATACCGTCCAAACAG 20 
SSRBo31R ATGCTGGTGATTTTCCTTGG 20 
SSRBo5F GAGGCTGAATGGATGATTTTC 21 
SSRBo5R CGGTTATGTTCCGGTTTGAT 20 
SSRBo24F TCATCACCACCACCATCATC 20 
SSRBo24R CGCTCGTTTCTTCGAATTGT 20 
SSRBo38F GTAAGACCAGGTTTGCTGCC 20 
SSRBo38R TCGGAAACGAAACCTACCAC 20 
SSRBo8F TGGGTCCCAGTTACAAGAGG 20 
SSRBo8R GATCGACGGCCATTATGATT 20 
SSRBo25F CACCTTCAGATTCCCTTCCA 20 
SSRBo25R CAACGCGGTCGTTTTAAGTT 20 
SSRBo39F AACGCATCCATCCTCACTTC 20 
SSRBo39R TAAACCAGCTCGTTCGGTTC 20 
SORA21BF TTCAGCACTAGCTCATGG 18 
SORA21BR TCCTTCTCAGGCACTCTT 18 
SORA43F GCGCGTGTGGGATCAGAA 18 
SORA43R CTTCTCCACCGTCGATCG 18 
MB4F TGTTTTGATGTTTCCTACTG 20 
MB4R GAACCTGTGGCTTTTATTAC 20 
BN12AF GCCGTTCTAGGGTTTGTGGGA 21 
BN12AR GAGGAAGTGAGAGCGGGAAATCA 23 
NGA111F TGTTTTTTAGGACAAATGGCG 21 
NGA111R CTCCAGTTGGAAGCTAAAGGG 21 
BN72AF GCCCACCCACCTTCTTGTCACCT 23 
BN72AR CCCTTCATCCAAACTCCTCCTCGT 24 
NGA248F TCTGTATCTCGGTGAATTCTCC 22 
NGA218R TACCGAACCAAAACACAAAGG 22 
BN83B1F GCCTTTCTTCACACCTGATAGCTA 24 
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BN83B1R TCAGGTGCCTCGTTGAGTTC 20 
BN35DF GCAGAAGGAGGAGAAGAGTTGG 22 
BN35DR TTGAGCCGTAAAGTTGTCACCT 22 
LS107F GTTAAGTGTGGCGTTAGAGG 20 
LS107R CCTTGGTACATGCCACTGAA 20 
PSMPSAA374F GTCAATATCTCCAATGGTAACG 22 
PSMPSAA374R GCATTTGTGTAGTTGTAATTTCAT 24 
PSMPSA5F GTAAAGCATAAGGGGATTCTCAT 23 
PSMPSA5R CAGCTTTTAACTCATCTGACACA 23 
PSMPSAD60F CTGAAGCACTTTTGACAACTAC 22 
PSMPSAD60R ATCATATAGCGACGAATACACC 22 
PSMPSAD51F ATGAAGTAGGCATAGCGAAGAT 22 
PSMPSAD51R GATTAAATAAAGTTCGATGGCG 22 
PSMPSAA369F CCCTTCGCACACCATTCTA 19 
PSMPSAA369R AGTCGTTTTGGAGATCTGTTCA 22 
UDP965F GTAACGCTCGCTACCACAAA 20 
UDP965R CCTGCATATCACCACCCAG 19 
PS7A2F CAGGGAAATAGATAAGATG 19 
PS7A2R TCTAATGGTGGTGTTCATT 19 
PS9F8F GGTTCTTGGTTATTATGA 18 
PS9F8R ACATTTCTATGCAGAGTA 18 
PS8E8F CCCAATGAACAACTGCAT 18 
PS8E8R CATATCAATCACTGGGATG 19 
BPPCT1F AATTCCCAAAGGATGTGTATGAG 23 
BPPCT1R CAGGTGAATGAGCCAAAGC 19 
BPPCT9F ATTCGGGTCGAACTCCCT 18 
BPPCT9R ACGAGCACTAGAGTAACCCTCTC 23 
BPPCT12F ACTTCCATTGTCAGGCATCA 20 
BPPCT12R GGAGCAACGATGGAGTGC 18 
BPPCT14F TTGTCTGCCTCTCATCTTAACC 22 
BPPCT14R CATCGCAGAGAACTGAGAGC 20 
BPPCT16F GATTGAGAGATTGGGCTGC 19 
BPPCT16R GAGGATTCTCATGATTTGTGC 21 
BPPCT21F TGCATGAGAAACTTGTGGC 19 
BPPCT21R CCAAGAGCCTGACAAAGC 18 
BPPCT23F TGCAGCTCATTACCTTTTGC 20 
BPPCT23R AGATGTGCTCGTAGTTCGGAC 21 
BPPCT28F TCAAGTTAGCTGAGGATGGC 20 
BPPCT28R GAGCTTGCCTATGAGAAGACC 21 
BPPCT37F CATGGAAGAGGATCAAGTGC 20 
BPPCT37R CTTGAAGGTAGTGCCAAAGC 20 
BPPCT39F ATTACGTACCCTAAAGCTTCTGC 23 
BPPCT39R GATGTCATGAAGATTGGAGAGG 22 
PCHGMS1F GGGTAAATATGCCCATTGTGCAATC 25 
PCHGMS1R GGATCATTGAACTACGTCAATCCTC 25 
PCHGMS3F ACGGTATGTCCGTACACTCTCCATG 25 
PCHGMS3R CAACCTGTGATTGCTCCTATTAAAC 25 
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PS12E2F GCCACCAATGGTTCTTCC 18 
PS12E2R AGCACCAGATGCACCTGA 18 
UDP97401F TAAGAGGATCATTTTGCCTTG 21 
UDP97401R CCCTGGAGGACTGAGGGT 18 
UDP97403F CTGGCTTACAACTCGCAACG 20 
UDP97403R CGTCGACCAACTGAGACTCA 20 
UDP98409F GCTGATGGGTTTTATGGTTTTC 22 
UDP98409R CGGACTCTTATCCTCTATCAACA 23 
PCHGMS2F GTCAATGAGTTCAGTGTCTACACTC 25 
PCHGMS2R AATCATAACATCATTCAGCCACTGC 25 
PCHGMS5F CCAGTAGATTTCAACGTCATCTACA 25 
PCHGMS5R GGTTCACTCTCACATACACTCGGAG 25 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo III 
 
Tabela III – Marcadores STS testados provenientes de clones BAC de B. oleracea e respectiva referência das 
sequências depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI)  
Marcadores Referência 
NCBI 
Marcadores Referência 
NCBI 
ScAA2 ET052009 ScBF3 ET052012 
ScBA2 ET052010 ScAF4 ET052013 
ScAA4 FI569216 ScBF4 ET052014 
ScBA4 FI569217 ScBF5 ET052016 
ScAA6 ET051994 ScAF6 ET052017 
ScAA8   FI569218 ScBF6 ET052018 
ScBA8 FI569219 ScBF7 ET052020 
ScBA10 FI569240 ScAF8 ET052021 
ScBA11 ET051996 ScBF8 ET052022 
ScAB1 FI569222 ScAF9   ET052007 
ScBB1   FI569223 ScBF9 ET052008 
ScAB2 ET051997 ScAF10 FI569234 
ScBB2 ET051998 ScBF10   FI569235 
ScAB3  FI569224 ScAF11 ET052047 
ScBB3 FI569225 ScBF11 ET052023 
ScAB4 ET051999 ScAF12 ET052024 
ScBB4 ET052000 ScBF12 ET052025 
ScAB7   ET052001 ScAG3 ET052026 
ScBB7 ET052002 ScBG3 ET052027 
ScAB9 ET052003 ScAG6 * 
ScBB9 ET052004 ScBG6 ET052028 
ScAB12 FI569220 ScAG10 FI569238 
ScBB12 FI569221 ScBG10 FI569239 
ScAC6 ET052005 ScAG11 ET052029 
ScBC6 ET052006 ScBG11 ET052030 
ScBC8 * ScAG12 ET052031 
ScAC9 FI569226 ScBG12 ET052032 
ScBC9   FI569227 ScAH1 ET052033 
ScAD2 FI569228 ScBH1 ET052034 
ScBD2 FI569229 ScAH2 ET052035 
ScAD4 FI569243 ScBH2 ET052036 
ScAD5 FI569230 ScAH3 ET052037 
ScBD5 FI569231 ScBH3 ET052038 
ScAD10 FI569199 ScAH5 FI569207 
ScBD10 FI569200 ScBH5 FI569208 
ScBD11 FI569202 ScAH6   ET052041 
ScAE4 FI569214 ScBH6 ET052042 
(Continua na página seguinte) 
ScAE5 ET052045 ScAH7   FI569209 
ScBE5 ET052046 ScBH7 FI569210 
ScAE8 FI569205 ScAH9   FI569211 
ScBE9 FI569215 ScBH9 FI569212 
ScAF2 FI569215 ScAH10 ET052043 
ScBF2 FI569237 ScBH10 ET052044 
ScAF3 ET052011   
* - Ainda não foi depositada no NCBI a sequência destes marcadores. 
